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Beschreibuna 

Technisches Gebiet 

Die vorliegende Erfindung betrifft allgemein Zusammensetzungen 
und Verfahren zum Behandeln von Krebs und anderen angioge- 
nisch-abhangigen Erkrankungen, und genauer gesagt Zusammenset- 
zungen, die anti-angiogene Faktoren umfassen, und polymere 
Trager, Endoprothesen, die mit derartigen Zusammensetzungen 
beschichtet worden sind, ebenso wie Verfahren zur Verwendung 
dieser Endoprothesen und Zusammensetzimgen. 

Hinteramnd der Erf induna 

Krebs ist die zweithauf igste Todesursache in den Vereinigten 
Staaten und tragt zu iiber einem Funftel der Gesamtmortalitat 
bei. Kurz gesagt ist Krebs gekennzeichnet durch die unkron- 
trollierte Teilung einer Population aus Zellen, die, am ty- 
pischsten, zur Bildung von einem oder mehreren Tumoren fuhrt. 
Obwohl Krebs allgemein leichter diagnostiziert wird als in der 
Vergangenheit, sind doch viele Formen, selbst wenn sie fruh 
nachgewiesen werden, noch unheilbar. 

Eine Vielzahl von Verfahren werden derzeit verwendet, urn Krebs 
zu behandeln, einschlieSlich z.B. verschiedener chirurgischer 
Prozeduren. Wenn mittels der Chirurgie alleine behandelt, wer- 
den jedoch viele Patienten (besonders jene mit bestimmten 
Krebstypen, wie Brust-, Him-, Colon- und Leberkrebs) ein Wie- 
derauftreten des Krebses erfahren. Zusatzlich zur Chirurgie 
wird Krebs oft auch mit einer Kombination von Therapien 
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behandelt, welche zytotoxische chemotherapeutische Wirkstoffe 
(z.B. Vincristin, Vinblastin, Cisplatin, Methotrexat, 5-FU, 
etc.) und/oder Strahlentherapie umfassen. Eine Schwierigkeit 
bei diesem Ansatz ist jedoch, dafi strahlentherapeutische und 
chemotherapeutische Agenzien fur normales Gewebe toxisch sind 
und oft lebensbedrohliche Nebenwirkungen bedingen. Zusatzlich 
zeigen diese Ansatze oft extrem hohe Raten hinsichtlich Schei- 
tern und Remission. 

Zusatzlich zu chirurgischen Therapien, Chemo- und Strahlen- 
therapien haben andere versucht, das eigene Immunsystem eines 
Individuums zu nutzen, urn Krebszellen zu eliminieren. Zum Bei- 
spiel haben manche die Verwendung von bakteriellen oder vira- 
len Komponenten als Adjuvanzien vorgeschlagen, urn das Immunsy- 
stem zu stimulieren, Tumorzellen zu zerstdren. (Siehe allge- 
mein "Principles of Cancer Biotherapy" , Oldham (Hrg.), Raven 
Press, New York, 1987.) Derartige Agenzien sind im allgemeinen 
als Adjuvanzien und als nicht spezifische Stimulantien in tie- 
rischen Tumormodellen hilfreich, haben aber noch nicht ge- 
zeigt, daS sie allgemein bei Menschen wirksam sind. 

Lymphokine sind auch in der Behandlung von Krebs verwendet 
worden. Kurz gesagt werden Lymphokine von einer Vielzahl von 
Zellen sekretiert und weisen allgemein eine Wirkung auf spezi- 
fische Zellen bei der Erzeugung einer Immunantwort auf. Bei- 
spiele von Lymphokinen schliefien Interleukine (IL)-l, -2, -3 
und -4 ebenso ein wie Kolonie-stimulierende Paktoren wie G- 
CSF, GM-CSF und M-CSF. Kiirzlich hat eine Gruppe IL-2 verwen- 
det, um periphere Blutzellen zu stimulieren, urn zu expandieren 
und grofie Mengen an Zellen zu produzieren, die fur Tumorzellen 
zytotoxisch sind (Rosenberg et al., N. Engl. J. Med. 313:1485- 
1492, 1985) . 

Andere haben die Verwendung von Antikorpern bei der Behandlung 
von Krebs vorgeschlagen, Kurz gesagt konnen Antikorper ent- 
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wickelt werden, die bestimmte Zelloberf lachenantigene erken- 
nen, die entweder einzigartig oder auf Krebszellen vorherr- 
schender sind verglichen mit normalen Zellen. Diese Antikor- 
per, oder "Wunderkugeln" , konnen entweder alleine oder konju- 
giert mit einem Toxin verwendet werden, urn spezifisch Tumor - 
zellen zu targetieren und zu toten. (Dillmann, "Antibody The- 
rapy", Principles of Cancer Biotherapy, Oldham (Hrg.)/ Raven 
Press, Ltd., New York, 1987.) Eine Schwierigkeit besteht je- 
doch darin, daS die meisten monoklonalen Antikdrper einen 
Ursprung in der Maus haben und somit Hypersensitivitat gegen 
den Mausantikorper seine Wirksamkeit beschranken kann, beson- 
ders nach wiederholten Therapien. Verbreitete Nebeneffekte 
schliefien ein Fieber, Schwitzen, Schuttelf rost , Hautausschla- 
ge, Arthritis und Nervenlahmungen. 

Eine zusatzliche Schwierigkeit gegenwartiger Verfahren besteht 
darin, daS lokales Wiederauftreten und lokale Krankheitskon- 
trolle eine Hauptherausforderung bei der Behandlung von Malig- 
nitat darstellt. Insbesondere haben insgesamt 630.000 Patien- 
ten jahrlich (in den Vereinigten Staaten) lokalisierte Erkran- 
kung (kein Beweis entfernter metastatischer Verbreitung) zum 
Zeitpunkt der Vorstellung; dies stellt 64 % aller Patienten 
dar, bei denen Malignitat diagnostiziert wird (dies schlieSt 
nicht Nicht-Melanomhautkrebs oder in situ -Karzinome ein) . Fur 
die uberwiegende Mehrheit dieser Patienten stellt die chirur- 
gische Resektion der Krankheit die groSte Chance fur eine Hei- 
lung dar und tatsachlich werden 428.000 nach der anfanglichen 
Behandlung kuriert sein - 428.000. Ungliicklicherweise werden 
202.000 (oder 32 % aller Patienten mit lokalisierter Erkran- 
kung) nach der anfanglichen Behandlung rezidivieren. Von de- 
nen, die rezidivieren belauft sich die Anzahl derer, die auf- 
grund des lokalen Wiederauf tretens der Erkrankung rezidivie- 
ren werden, auf 133.000 Patienten (oder 21 % all jener mit 
lokalisierter Erkrankung) . Die Anzahl derer, die aufgrund ent- 
fernter Metastasen an der Erkrankung rezidivieren werden, 
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betragt 68.000 Patienten jahrlich (11 % aller Patienten mit 
einer lokalisierten Erkrankung) . Weitere 102.139 Patienten 
werden jahrlich als direkte Folge der Unfahigkeit sterben, das 
lokale Wachstum der Krankheit zu kontrollieren. 

Nirgendwo ist das Problem of fensichtlicher als bei Brustkrebs, 
der jahrlich 186.000 Frauen in den Vereinigten Staaten be- 
trifft und deren Mortalitatsrate seit 50 Jahren unverandert 
geblieben ist. Chirurgische Resektion der Erkrankung durch 
radikale Mastektomie, modif izierte radikale Mastektomie oder 
Lumpektomie bleibt die Hauptstutze der Behandlung fur diesen 
Zustand. Unglucklicherweise werden 35 % derjenigen, die mit 
Lumpektomie alleine behandelt wurden, ein lokales Wiederauf- 
t ret en der Erkrankung entwickeln und erstaunlicherweise werden 
dies auch 25 % derjenigen tun, bei denen man feststellte, daS 
der Resektionsrand histologisch frei von Tumor war. So viel 
wie 90 % dieser lokalen Wiederauf tretungen werden innerhalb 
von 2 cm der vorherigen Exzisionsstelle auftreten. 

In ahnlicher Weise wurde 1991 uber 113.000 Tote und 238.600 
neue Falle von Lebermetastasen fur Nordamerika alleine berich- 
tet. Die mittlere Uberlebenszeit fur Patienten mit Lebermeta- 
stasen betragt nur 6,6 Monate, nachdem sich einmal Leberlasio- 
nen entwickelt haben. Nicht- chirurgische Behandlung fur Leber- 
metastasen schlieSen systemische Chemotherapie, Bestrahlung, 
Chemoembolisierung, hepatische arterielle Chemotherapie und 
intraarterielle Bestrahlung ein. Trotz Beweises jedoch, daS 
derartige . Behandlungen ubergangsweise die GroSe hepatischer 
Lasionen verringeirn konnen (z.B. verringern systemische Chemo- 
therapie und hepatische arterielle Chemotherapie Lasionen an- 
fangs bei 15 bis 20 %, bzw. 80 % der Patienten) , treten die 
Lasionen unabanderlich wieder auf . Chirurgische Resektion von 
Lebermetastasen stellt die einzige Moglichkeit fur eine Hei- 
lung dar, aber solch eine Prozedur ist nur bei 5 % der Patien- 
ten mit Metastasen moglich und nur bei 15 bis 20 % der Patien- 
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ten mit primarem Leberkrebs. 



Ein Verfahren, das fur die Behandlung von Tumoren mit be- 
schranktem Erfolg versucht worden ist, ist die therapeutische 
Etnbolisierung. Kurz gesagt werden BlutgefaSe, die einen Tumor 
versorgen vorsatzlich durch Injektion eines embolischen Mate- 
rials in die Gefafie blockiert, Eine Vielzahl von Materialien 
ist in dieser Hinsicht ausprobiert worden, einschlieSlich au- 
tologer Substanzen wie Fett, Blutgerinsel und gehackte Muskel- 
fragmente, ebenso wie kunstliche Materialien, wie Wolle, Baum- 
wolle, Stahlkugeln, Kunststoff- oder Glaskugelchen, Tantalpul- 
ver, Silikonverbindungen, radioaktive Partikel, steriler ab- 
sorbierbarer Gelatineschwamm (Steripson, Gelfoam) , oxidierte 
Cellulose (Oxycel) , Stahlknauel, Alkohol, lyophilisierte men- 
schliche dura mater (Lyodura) , mikrof ibrillares Collagen (Avi- i 
tene) , Collagenf ibrillen (Tachotop) , Polyvinylalkoholschwamm 
(PVA; Ivalon) , Barium- imp ragnierte Siliziumkugeln (Biss) und 
ablosbare Ballone. Die Grofie von Lebermetastasen kann zeitwei- 
lig unter Verwendung derartiger Verfahren verringert werden, 
aber die Tumoren reagieren typischerweise, indem sie Wachstum 
neuer BlutgefaSe in den Tumor verursachen. 

Ein verwandtes Problem zur Tumorbildung ist die Entwicklung 
von Krebsblockaden, die den Strom von Material durch Korper- 
durchgange verhindern, wie den Gallengangen, der Trachea, den 
Osophagus, die Blutgef aSverteilung und den Harnleiter. Eine 
Vorrichtung, die Endoprothese , ist entwickeit worden, urn 
Durchgange offen zu halten, die durch Tumore oder andere Sub- 
stanzen blockiert worden sind. Typische Beispiele herkommli- 
cher Endoprothesen schliefien den Wallstent, die Strecker-Endo- 
prothese, die Gianturco- Endoprothese und die Palmaz- Endopro- 
these ein. Das Hauptproblem mit Endoprothesen ist jedoch, daS 
sie nicht das Einwachsen von Tumor oder entziindlichem Material 
durch die Zwischenraume der Endoprothese verhindern. Wenn die- 
ses Material die Innenseite einer Endoprothese erreicht und 
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das Lumen der Endoprothese umfafit, kann es zur Blockade des 
Korperdurchgangs fuhren, in den sie eingesetzt worden ist'. 
Zusatzlich kann die Gegenwart einer Endoprothese im Korper 
reaktives oder entzundliches Gewebe (z.B. Blutgefafie, Fibro- 
plasten, weifie Blutzellen) induzieren, in das Lumen der Endo- 
prothese einzuwandern, was zum teilweisen oder vollstandigen 
Verschlufi der Endoprothese fuhrt. 

EP-A-0 470 569 offenbart ein intravaskulares aufnehmendes 
Agens, welches einen anti-angiogenen Faktor in einem Polymer- 
trager umfafit, WO-A-9111193 offenbart ein Implantat, welches 
ein anti-angiogenes Agens zur kontrollierten Freisetzung des 
Agens umfafit. WO-A-9212717 offenbart ein Medikament, welches 
ein Tetracyclin als ein anti-angiogenes Agens umfafit, das mit 
einem chemotherapeutischen Agens , wie Taxol, verwendet werden 
kann. 

Die vorliegende Erfindung sieht Zusammensetzungen und Verfah- 
ren vor, die geeignet sind fur die Behandlung von Krebs und 
anderen Angiogenese-abhangigen Erkrankungen, die sich den Pro- 
blemen zuwenden, die mit den oben diskutierten Prozeduren ver- 
bunden sind, und sieht weitere andere in Zusammenhang stehende 
Vorteile vor. 

Zusammenf assuna der Erfindung 

Kurz gesagt betrifft die vorliegende Erfindung anti-angiogene 
Zusammensetzungen, ebenso wie Verfahren und Vorrichtungen, die 
derartige Zusammensetzungen fur die Behandlung von Krebs und 
anderen Angiogenese-abhangigen Erkrankungen verwenden. Zusam- 
mensetzungen werden offenbart (hierin im folgenden als "anti- 
angiogene Zusammensetzung" bezeichnet) , die (a) einen anti- 
angiogenen Faktor und (b) einen Polymertrager umfassen. Eine 
grofie Vielzahl von Molekulen konnen innerhalb des Schutzumfan- 
ges der vorliegenden Erfindung als anti-angiogene Faktoren 
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verwendet werden, einschlieSlich z.B. Anti-invasiver Faktor, 
Retinol-Saure und ihre Derivate, Taxol, Taxol -Analoge und Ta- 
xol-Derivate, und Mitglieder der Gruppe, die Suramin, Gewebe- 
inhibitor von Metalloproteinase-1, Gewebeinhibitor von Metall- 
proteinase-2 , Plasmin-Aktivator- Inhibitor- 1 und Plasminogen- 
Aktivator- Inhibitor- 2 umfassen. In ahnlicher Weise konnen eine 
Anzahl von Polymertragern verwendet werden, fur die typische 
Beispiele Poly (Ethylen-Vinylacetat) , quervernetzt mit 40 % 
Vinylacetat, Poly (Milch-co-Glykol-Saure) , Polycaprolacton, 
Polymilchsaure, Copolymere aus Poly (Ethylen-Vinylacetat) , 
quervernetzt mit 40 % Vinylacetat und Polymilchsaure, und Co- 
polymere von Polymilchsaure und Polycaprol acton umfassen. In- 
nerhalb einer Aus fuhrungs form weist die Zusammensetzung eine 
DurchschnittsgroSe von 15 bis 200 /zm auf . 

Es werden Verfahren zum Embolisieren eines BlutgefaSes offen- 
bart, welche den Schritt umfafien, in das GefaS eine therapeu- 
tisch wirksame Menge einer anti-angiogenen Zusammensetzung 
verabreichen (wie oben beschrieben) , so daS das Blutgef afi 
wirksam okkludiert wird. In einer Aus fuhrungs form wird die 
anti-angiogene Zusammensetzung an einem BlutgefaB freigesetzt, 
das einen Tumor versorgt. 

In einem noch weiteren Aspekt der vorliegenden Erf indung sind 
Endoprothesen vorgesehen, die eine allgemein rohrenf ormige 
Struktur aufweisen, deren Oberflache mit einem oder mehreren 
anti-angiogenen Zusammensetzungen beschichtet ist. In einem 
anderen Aspekt der vorliegenden Erfindung sind derartige Endo- 
prothesen vorgesehen zur Verwendung in einem Verfahren zum 
Erweitern des Lumens eines Korperdurchgangs , das Einfiihren 
einer Endoprothese in den Durchgang umfafct, wobei die Endopro- 
these eine allgemein rohrenf ormige Struktur auf weist, die 
Oberflache der Struktur beschichtet ist mit einer anti-angio- 
genen Zusammensetzung wie oben beschrieben, so dafi der Durch- 
gang erweitert wird. In verschiedenen Aus fuhrungs formen der 
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Erfindung schliefien derartige Verfahren ein, Gallengangob- 
struktionen zu eliminieren und umfassen Inserieren einer Gal- 
lengangendoprothese in einen Gallengangdurchgang: Eliminieren 
von Harnrohrenobstruktionen, welches umfaSt, Inserieren einer 
Harnrohrenendoprothese in eine Harnrohre, Eliminieren osopha- 
galer Obstruktionen, welches umfaSt, Inserieren einer osopha- 
galen Endoprothese in einen Osophagus und Eliminieren trachea- 
ler/bronchialer Obstruktionen, welches umfaSt, Inserieren ei- 
ner trachealen/bronchialen Endoprothese in die Trachea oder 
die Bronchien. In jeder dieser Ausfuhrungsformen weist die En- 
doprothese eine allgemein rohrenformige Struktur auf , ist die 
Oberflache mit einer anti-angiogenen Zusammensetzung, wie oben 
beschrieben. 

Verfahren werden offenbart zur Behandlung von Tumorexzisions- 
stellen, welche umfassen, Verabreichen einer anti-angiogenen 
Zusammensetzung, wie oben beschrieben, an die Resektionsrander 
eines Tumors nach der Exzision, so daS das ortliche Wiederauf- 
treten von Krebs und die Bildung neuer BlutgefaSe an der Stel- 
le inhibiert wird. Verfahren zum Behandeln cornealer Neovasku- 
larisierung werden offenbart, die den Schritt umfassen, eine 
therapeutisch wirksame Menge einer anti-angiogenen Zusammen- 
setzung, wie oben beschrieben, der Cornea zu verabreichen, so 
daS die Bildung von BlutgefaSen inhibiert wird. In einer Aus- 
fuhrungsform umfaSt die anti-angiogene Zusammensetzung weiter- 
hin ein topisches Corticosteroid. 

In einem weiteren Aspekt der vorliegenden Erfindung wird eine 
Zusammensetzung zur Verfiigung gestellt fur die Herstellung 
eines Medikaments zur Behandlung von Arthritis, wobei die Zu- 
sammensetzung ein anti-angiogenes Agens umfaSt. Ein Verfahren 
zur Angiogenese-Inhibierung wird offenbart, welches umfaSt, 
Verabreichen einer therapeutisch wirksamen Menge einer Zusam- 
mensetzung, die Taxol umfaSt, an einen Patienten mit einer 
nicht-tumorgenen, Angiogenese-abhangigen Erkrankung, so daS 
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die Bildung von neuen Blutgefafien inhibiert wird. In einem 
anderen Aspekt werden Verfahren zum Embolisieren von Blutgefa- 
fien in nicht-tumorgenen, nicht-Angiogenese-abhangigen Erkran- 
kungen offenbart, umfassend Verabreichung einer therapeutisch 
wirksamen Menge einer Zusammensetzung, die Taxol umfafit, an 
ein Gefafi, so daS das Blutgefafi wirksam okkludiert wird. 

Verfahren werden of fenbart zum Erweitern des Lumens eines Kdr- 
perdurchgangs , welches umfafit, Inserieren einer Endoprothese 
in den Durchgang, wobei die Endoprothese eine im allgemeinen 
rohrenformige Struktur aufweist, die Oberflache der Struktur 
mit einer Zusammensetzung beschichtet ist, die Taxol umfafit, 
so daS der Durchgang erweitert wird. Verfahren werden vorge- 
sehen zum Eliminieren von Gallenobstruktionen, umfassend In- 
serieren einer Gallengangendoprothese in einen Gallengang; zum 
Eliminieren urethraler Obstruktionen, umfassend Inserieren 
einer Harnrdhrenendoprothese in eine Harnrohre; zum Eliminie- 
ren osophagaler Obstruktionen, umfassend Inserieren einer Oso- 
phagusendoprothese in einen Osophagus; und Eliminieren trach- 
ealer/bronchialer Obstruktionen, umfassend Inserieren einer 
Trachial-/Bronchialendoprothese in die Trachea oder die Bron- 
chi en. In einer jeder dieser Ausfuhrungsformen weist die Endo- 
prothese eine allgemein rohrenformige Struktur auf , wobei die 
Oberflache der Struktur beschichtet ist mit einer Zusammenset- 
zung, die Taxol umfafit. 

Verfahren werden vorgesehen zum Behandeln einer Tumorexzi- 
sionsstelle, welches umfafit, Verabreichen einer Zusammenset- 
zung, die Taxol umfafit, an den Resektionsrand eines Tumors 
nach Exzision, so dafi das lokale Wiederauf tret en von Krebs und 
die Bildung neuer Blutgefafie an der Stelle inhibiert wird. 
Verfahren werden vorgesehen zum Behandeln cornealer Neovasku- 
larisierung, welche umfassen, Verabreichen einer therapeutisch 
wirksamen Menge einer Zusammensetzung, die Taxol umfafit, der 
Cornea, so dafi die Bildung neuer Gefafie inhibiert wird. 
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Pharmazeutische Produkte werden vorgesehen, die (a) Taxol, in 
einem Behaltnis, und (b) eine Notiz umfassen, die dem Behalt- 
nis in der durch eine Regierungsbehorde, die die Herstellung, 
Verwendung Oder Verkauf von Pharmazeutika regelt, vorgeschrie- 
benen Form beigefugt ist, wobei die Notiz Zustimmung durch die 
Behorde fur das Taxol wiedergibt fur menschliche oder veteri- 
narmedizinische Verabreichung, um nicht-tumorgene Angiogenese- 
abhangige Erkrankungen zu verabreichen. Kurz gesagt macht es 
das Bundesgesetz erforderlich, daS die Verwendung eines phar- 
mazeutischen Agens in der Therapie von Menschen durch eine 
Behorde der Bundesregierung gebilligt wird. Verantwortlichkeit 
fur die Durchsetzung (in den Vereinigten Staaten) liegt bei 
der Food and Drug Administration, die geeignete Regularien 
herausgibt, um derartige Zustimmung sicherzustellen, ausge- 
fuhrt in 21 U.S.C. §§ 301-392. Regulierung fiir biologische 
Materialien, die Produkte umfassen, die aus tierischem Gewebe 
hergestellt sind, wird ebenfalls xinter 42 U.S.C. § 262 kodifi- 
ziert. Ahnlicher Zustimmung bedarf es in den meisten Landern, 
obwohl die Regularien von Land zu Land schwanken konnen. 

Die vorliegende Erfindung sieht die Verwendung von Taxol zur 
Herstellung eines Medikaments fur Angiogenese vor. 

Diese und andere Aspekte der vorliegenden Erfindung werden 
durch Bezugnahme auf die folgende detaillierte Beschreibung 
und beigefugt en Zeichnungen of fensichtlich werden. Aufierdem 
werden verschiedene Literaturstellen unten angefuhrt werden, 
die detaillierter bestimmte Prozeduren oder Zusammensetzungen 
beschreiben und die hierin in ihrer Gesamtheit durch Bezugnah- 
me aufgenommen werden. 



Kurze Beschreibung der Zeichnungen 
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Fig. 1A ist eine Fotografie, die schalenlose Eierkultur am Tag 
6 zeigt. Fig, IB ist ein digitalisiertes computerdargestelltes 
Bild, das mit einem Stereomikroskop aufgenommen wurde, von 
lebenden, ungefarbten Kapillaren (1040x) . Fig. 1C ist ein Ge- 
webezerstdrungsguS, der die CAM-Mikrovaskulatur zeigt, die 
durch groSere, darunterliegende GefaSe ernahrt wird (Pfeile; 
1300x) . Fig. ID stellt einen 0,5 mm dicken Kunststof f schnitt 
dar, der transversal durch die CAM geschnitten ist, und auf 
Lichtmikroskopebene aufgezeichnet wurde. Diese Fotografie 
zeigt die Zusammensetzungen der CAM, einschlieSlich eines au- 
Seren doppel-schichtigen Ectoderms (Ec) , eines Mesoderms (M) , 
das Kapillaren (Pfeile) und verteilte Adventitia-Zellen ent- 
halt, und ein einschichtiges Endoderm (En) (400x) . Fig. IE ist 
eine Fotografie auf Elektronenmikroskopniveau (3 50 Ox) , wobei 
typische Kapillarstruktur gezeigt ist, die dunnwandige Endot- 
helzellen zeigt (Pf eilspitzen) und eine assoziierte Pericyte. 

Fig. 2A, 2B, 2C und 2D sind eine Serie von digitalisierten 
Bildern von vier verschiedenen, ungefarbten CAMs, die nach 48 
stundiger Taxol expos it ion aufgenommen wurden. 

Fig. 3A, 3B und 3C sind eine Serie von Fotografien von 0,5 mm 
dicken Plastikschnitten, die transversal durch ein Taxol -be- 
handeltes CAM an drei verschiedenen Stellen innerhalb der 
avaskularen Zone geschnitten wurden. 

Fig. 4A, 4B und 4C sind eine Serie von Elektronenmikrograf ien, 
die von Stellen aufgenommen wurden, ahnlich denen der obigen 
Fig. 3A, 3B bzw. 3C. 

Fig. 5 ist ein Balkendiagramm, das die GroSenverteilung von 
Mikrospharen nach der Zahl darstellt (5 % ELVAX mit 10 mg Na- 
triumsuramin in 5 % PVA) . 

Fig. 6 ist ein Balkendiagramm, das die GroSenverteilung von 
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Mikrospharen nach dem Gewicht darstellt (5 % ELVAX mit 10 mg 
Natriumsuramin in 5 % PVA) . 

Fig. 7 ist ein Liniendiagramm, das das Einkapselgewicht von 
Natriumsuramin in 1 ml 5 % ELVAX darstellt. 

Fig. 8 ist ein Liniendiagramm, das den Enkapsulierungsprozent- 
satz von Natriumsuramin in ELVAX darstellt. 

Fig. 9 ist ein Balkendiagramm, das die Grofienverteilung von 5 
% ELVAX Mikrospharen, die 10 mg Natriumsuramin enthalten, her- 
gestellt in 5 % PVA, das 10 % NaCl enthalt, darstellt. 

Fig. 10 ist ein Balkendiagramm, das die Grofienverteilung nach 
Gewicht von 5 % PLL Mikrospharen, die 10 mg Natriumsuramin 
enthalten, hergestellt in 5 % PVA, das 10 % NaCl enthalt. 

Fig. 11 ist ein Balkendiagramm, das die Grofienverteilung nach 
Anzahl von 5 % PLL Mikrospharen darstellt, die 10 mg Natrium- 
suramin enthalten, hergestellt in 5 % PVA, enthaltend 10 % 
NaCl. 

Fig. 12 ist ein Liniendiagramm, das den Verlauf der Freiset- 
zung von Natriumsuramin darstellt. 

Fig. 13 ist eine Darstellung einer typischen Ausfuhrungsform 
von Embolisierung eines hepatischen Tumors. 

Fig. 14 ist eine Darstellung der Inserierung einer typischen 
Endoprothese, die mit einer anti-angiogenen Zusammensetzung 
der vorliegenden Erfindung beschichtet ist. 

Fig. 15A ist ein Diagramm, das die Wirkung von EVA :PLA- Poly- 
merias chverhaltnis auf Aggregation von Mikrospharen darstellt. 
Fig. 15B ist ein Rasterelektronenmikrof otographie, das die 
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GroSe von "kleinen" Mikrospharen zeigt. Fig. 15C ist eine Ra- 
sterelektronenmikrophotographie, die die Grofie von "grofien" 
Mikrospharen zeigt. Fig. 15D ist ein Diagramm, das den Zeit- 
verlauf von in vitro Taxol-Freisetzung aus 0,6 % w/v Taxol - 
beladenen 50:50 EVA:PLA-Polymermischungsmikrospharen in Phos- 
phat-gepufferte Saline (pH 7,4) bei 37°C darstellt. Offene 
Kreise sind "klein" dimensionierte Mikrospharen, und grofie 
Kreise sind "grofi" dimensionierte Mikrospharen. Fig. 15E ist 
eine Fotografie eines CAM, die das Ergebnis von Taxol-Freiset- 
zung von Mikrospharen ("MS") zeigt. Fig. 15F ist eine Fotogra- 
fie ahnlich der von Fig. 15E bei starkerer Vergrofierung . 

Fig. 16 ist ein Diagramm, das die Freisetzungsratenprof ile von 
Polycaprolactonmikrospharen zeigt, die 1 %, 2 %, 5% oder 10 % 
Taxol enthalten, in Phosphat-gepuf f erte Saline bei 37°C. Fig. 
16B ist eine Fotografie, die ein mit Kontrollmikrospharen be- 
handeltes CAM zeigt. Fig. 16C ist eine Fotografie, die ein CAM 
zeigt, das mit 5 % Taxol -beladenen Mikrospharen behandelt wur- 
de. 

Fig. 17A bzw. 17B sind zwei Diagramme, die die Freisetzung von 
Taxol aus EVA-Filmen zeigt und den Prozentsatz Taxol, der in 
jenen Filmen liber die Zeit zuruckbleibt . Fig. 17C ist ein Dia- 
gramm, das das Schwellen von EVA/F127-Filmen mit ohne Taxol 
liber die Zeit zeigt. Fig. 17D ist ein Diagramm, das das 
Schwellen EVA/ Span 80 Filmen mit ohne Taxol uber die Zeit 
zeigt. Fig. 17E ist ein Diagramm, das eine Kurve Strefi gegen 
Zug (?) fur verschiedene EVA/F127-Mischungen zeigt. 

Fig. 18A und 18B sind zwei Diagramme, die den Schmelzpunkt von 
PCL/MePEG-Polymermischungen als eine Funktion von % MePEG in 
der Formulierung (18A) zeigen und den prozentmafiigen Zeitzu- 
wachs, der von PCL-Paste bei 60 °C benotigt wird, urn zu begin- 
nen, zu verfestigen, als eine Funktion der Menge von MePEG in 
der Formulierung (18B).. Fig. 18C ist ein Diagramm, das die 



- 14 - 



Bruchigkeit von verschiedenen PCL/MePEG-Polymermischungen dar- 
stellt. Fig. 18D ist ein Diagramm, das den Prozentsatz Ge- 
wichtsanderung uber die Zeit fur Polymermischungen verschiede- 
ner MePEG-Konzentrationen darstellt. Fig. 18E ist ein Diagramm 
das die Rate von Taxol-Freisetzung uber die Zeit von verschie- 
denen Polymermischungen, die mit 1 % Taxol beladen sind, dar- 
stellt. Fig. 18F und 18G sind Graphen, die den Effekt ver- 
schiedener Mengen Taxol auf die Gesamtmenge von freigesetztem 
Taxol von 20 % MePEG/PCL-Mischung darstellen. Fig. 18H ist eip 
Diagramm, das die Wirkung von MePEG auf die Zugf estigkeit von 
MePEG/PCL-Polymer darstellt. 

Fig. 19A ist eine Fotografie, die Kontrollthermopaste (unbe- 
schichtet) auf CAM zeigt. Fig. 19B ist eine Fotografie von 20 
% Taxol -beladener Thermopaste auf einem CAM. 

Fig. 2 OA und 2 OB sind zwei Fotografien eines CAM mit einem 
Tumor, der mit Kontrollthermopaste (unbeschichtet) behandelt 
wurde. Fig. 20C und 20D sind zwei Fotografien von einem CAM 
mit einem Tumor, der mit Taxol -beladener Thermopaste behandelt 
wurde. 

Fig. 21A ist ein Diagramm, das die Wirkung von Taxol/PCL auf 
Tumorwachstum zeigt. Fig. 21B und 21C sind zwei Fotografien, 
die die Wirkung von Kontrolle, 10 % und 20 % Taxol -beladener 
Thermopaste auf Tumorwachstum zeigen. 

Fig. 22A ist eine Fotografie von Synovium von PBS-injiziertem 
Gelenk. Fig. 22B ist eine Fotografie von Synovium von einem 
Mikrospharen-injizierten Gelenk. Fig. 22C ist eine Fotografie 
von einem Knorpel aus Gelenken, in die PBS injiziert wurde, 
und Fig. 22D ist eine Fotografie eines Knorpels aus Gelenken, 
in die Mikrospharen injiziert wurden. 

Detaillierte Beschreibunq der Erfinduna 
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Wie oben f estgehalten, sieht die vorliegende Erfindung Verfah- 
ren und Zusammensetzungen vor, die anti-angiogene Faktoren 
nutzen. Kurz gesagt sollten im Zusammenhang mit der vorliegen- 
den Erfindung anti-angiogene Faktoren so verstanden werden, 
dafi sie. irgendein Protein, Peptid, chemisches oder anderes 
Molekul umfassen, die so wirken, daS sie vaskulares Wachstum 
inhibieren. Eine Vielzahl von Verfahren kann leicht verwendet 
werden, um die anti-angiogene Aktivitat eines gegebenen Fak- 
tors zu bestimmen, einschliefilich z.B., Huhnchen-Chorioallan- 
tois-Membran ("CAM") -Tests. Kurz gesagt, wie detaillierter 
beschrieben in Beispielen 2A und 2C, wird ein Teil der Schale 
von einem frisch befruchteten Huhnerei entfernt und eine Me- 
thylcellulosescheibe, die eine Probe des anti-angiogenen Fak- 
tors, der getestet werden soli, auf die Membran plaziert. Nach 
mehreren Tagen (z.B. 48 Stunden) kann die Inhibierung vaskula- 
ren Wachstums durch die zu testende Probe leicht bestinimt wer- 
den durch Visualisieren der Huhnchen-Chorioallantois-Metnbran 
in der Region, die die Methylcellulosescheibe umgibt* Inhibie- 
rung von vaskularem Wachstum kann auch quantitativ bestimmt 
werden, z.B., durch Bestimmen der Anzahl und GroSe von Blutge- 
faSen, die die Methylcellulosescheibe umgeben, verglichen mit 
einer Kontroll-Methylcellulose-Scheibe. Besonders bevorzugte 
anti-angiogene Faktoren, die zur Verwendung in der vorliegen- 
den Erfindung geeignet sind, inhibieren die Bildung neuer 
BlutgefaSe in dem oben beschriebenen Test vollstandig. 

Eine Vielzahl von Tests kann verwendet werden, um die Wirksam- 
keit anti-angiogener Faktoren in vivo zu bestimmen, ein- 
schliefilich z.B. Mausmodelle, die zu diesem Zweck entwickelt 
worden sind (siehe Roberston et al., Cancer. Res. 51:1339- 
1344, 1991) . Zusatzlich sind eine Vielzahl typischer in vivo 
Tests detaillierter unten in Beispielen 5 bis 7 und 17 bis 19 
beschrieben worden, betreffend verschiedene Aspekte der hierin 
beschriebenen Erfindung. 
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Wie oben f estgehalten, liefert die vorliegende Erfindung Zu- 
sammensetzungen, die einen anti-angiogenen Faktor und einen 
Polymertrager umfassen. Kurz gesagt kann eine grofie Vielzahl 
von anti-angiogenen Faktoren leicht verwendet werden innerhalb 
des Rahmens der vorliegenden Erfindung. Typische Beispiele 
schlieSen Anti-invasiven Faktor, Retinol-Saure und Derivate 
davon, Taxol, und Mitglieder der Gruppe ein, die aus Suramin, 
Gewebeinhibitor von Metal loproteinase-1, Gewebeinhibitor von 
Metallproteinase-2 , Plasminogen-Aktivator- Inhibitor- 1 und 
Plasminogen-Aktivator-Inhibitor-2 umfafit. Diese und andere 
anti-angiogene Faktoren werden detaillierter unten beschrieben 
werden . 

Kurz gesagt, ist bekannt, daS Anti-invasiver Faktor, oder 
"AIF", der aus Knochenextrakten hergestellt ist, Bestandteile 
enthalt, die dafur verantwortlich sind, das Wachstum neuer 
BlutgefaSe zu inhibieren. Diese Bestandteilen umfassen eine 
Familie von 7 niedermolekulargewichtigen Proteine (< 50.000 
Dalton) (Kuettner und Pauli, "Inhibition of neovascularization 
by a cartilage factor" in Development of the Vascular System, 
Pitman Books (Ciba Foundation Symposium 100), S. 163-173, 
1983) , einschlieSlich einer Vielzahl von Proteinen, die inhi- 
bitorische Wirkungen gegen eine Vielzahl von Proteasen aufwei- 
sen (Eisenstein et al., Am. J. Pathol. 81:337-346, 1975; Lan- 
ger et al., Science 193:70-72, 1976; und Horton et al., 
Science 199:1342-1345, 1978). AIF, der geeignet fur die Ver- 
wendung innerhalb der vorliegenden Erfindung ist, kann leicht 
hergestellt werden unter Verwendung von in der Technik bekann- 
ten Techniken (z.B. Eisenstein et al., aaO.; Kuettner und Pau- 
li, aaO.; und Langer et al., aaO.). Gereinigte Bestandteile 
von AIF, wie Knochen-abgeleiteter Inhibitor ("CDI") (siehe 
Moses et al., Science 248:1408-1410, 1990) konnen leicht her- 
gestellt und verwendet werden innerhalb des Kontextes der vor- 
liegenden Erfindung. 
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Retinolsauren verandern den Metabolismus von Komponenten der 
extrazellularen Matrix, was zur Inhibierung der Angiogenese 
fuhrt. Zusatz von Prolin-Analoga, angiostatischen Steroiden 
oder Heparin kann verwendet werden, urn synergistisch die anti- 
angiogene Wirkung von Transretinolsaure zu erhohen. Retinol- 
saure, ebenso wie Derivate davon, die auch verwendet werden 
konnen im Kontext der vorliegenden Erfindung, konnen leicht 
erhalten werden von kommerziellen Quellen, einschlieSlich z. 
B. Sigma Chemical Co, (#R2625) . 

Taxol ist ein hochderivatisiertes Diterpenoid (Wani et al., J. 
Am. Chem. Soc. 93:2325, 1971), das erhalten worden ist aus der 
geernten und getrockneten Rinde von Taxus brevifolia (Pacific 
Yew.) und Taxomyces Andreanae und Endophytic Fungus der Pazi- 
fischen Eibe. (Stierle et al., Science 60:214-216, 1993). All- 
gemein wirkt Taxol dahin, mikrotubulare Strukturen zu stabili- 
sieren durch Bindung von Tubulin, um abnormale methodische 
Spindeln zu bilden. "Taxol", welches hierin so verstanden wer- 
den soil, daS es Analoge und Derivate von Taxol (wie z.B., 
Baccatin und Taxotere einschlieSt) , kann leicht unter Verwen- 
dung von den Fachleuten bekannten Techniken hergestellt werden 
(siehe auch WO 94/07882, WO 94/07881, WO 94/07880, WO 
94/07876, WO 93/23555, WO 93/10076, U.S. Patent Nr. 5,294,637; 
5,283,253; 5,279,949; 5,274,137; 5,202,448; 5,200,534; 
5,229,526 und EP 590 267) oder von einer Vielzahl von kommer- 
ziellen Quellen erhalten werden, einschlieElich z.B. Sigma 
Chemical Co., St. Louis, Missouri (T7402 - von Taxus brevifo- 
lia) . 

Suramin ist eine polysulfonierte Naphthylharnstof f -Verbindung, 
die typischerweise als ein trypanocidals Agens verwendet 
wird. Kurz gesagt blockiert Suramin die spezifische Zellober- 
f lachenbindung verschiedener Wachs turns f aktoren, wie Plattchen- 
abgeleiteter Wachstumsfaktor ("PDGF") , epidermaler Wachstums- 
faktor ("EGF"), transf ormierender Wachstumsfaktor ("TGF-jS") , 
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Insulin-ahnlicher Wachstumsfaktor ("IGF-l") und Fibroblasten- 
wachstumsfaktor ("jSFGF") . Suramin kann gemafi den bekannten 
Techniken hergestellt werden, oder einfach von einer Vielzahl 
kommerzieller Quellen erhalten werden, einschlieSlich z.B. 
Mobay Chemical Co., New York (siehe Gagliardi et al., Cancer 
Res, 52:5073-5075, 1992; und Coffey, Jr., et al., J. of Cell 
Phys. 132:143-148, 1987). 

Gewebeinhibitor von Metalloproteinasen-1 ("TIMP") wird durch 
endotheliale Zellen sekretiert, die auch MTPasen sekretieren. 
TIMP ist glykosiliert und weist ein Molekulargewicht von 28,5 
kD auf . TIMP-1 reguliert Angiogenese durch Binden an aktivier- 
te Metalloproteinasen und supprimiert dabei die Invasion von 
BlutgefaSen in die extrazellulare Matrix. Gewebeinhibitor von 
Metalloproteinasen-2 ("TIMP-2 n ) kann verwendet werden, urn An- 
giogenese zu inhibieren. Kurz gesagt ist TIMP-2 ein 21 kD- 
nicht-glykosiliertes Protein, das an Metalloproteinasen sowohl 
in der aktiven als auch latenten Proenzym-Form bindet. Sowohl 
TIMP-1 als auch TIMP-2 konnen von kommerziellen Quellen wie 
Synergen, Boulder, Colorado, erhalten werden. 

Plasminogen-Aktivator-Inhibitor-1 (PA) ist ein 50 kD-Glykopro- 
tein, das in Blutplattchen vorhanden ist und kann durch Endo- 
thelzellen und Muskelzellen synthetisiert werden. PAI-1 inhi- 
biert t-PA und Urokinase-Plasminogen-Aktivator an der basola- 
teralen Stelle des Endotheliums und reguliert zusatzlich den 
Fibrinolyse-Prozefi. Plasminogen-Aktivator-Inhibitor-2 (PAI-2) 
wird allgemein im Blut unter bestimmten Bedingungen gefunden, 
wie wahrend der Schwangerschaf t und in Gegenwart von Tumoren. 
Kurz gesagt ist PAI-2 ein 56 kD Protein, das durch Monocyten 
und Makrophagen sekretiert wird. Man nimmt an, daS es die fi- 
brinolytische Aktivitat reguliert und im besonderen Urokinase- 
Plasminogen-Aktivator und Gewebe- Plasminogen- Akti vat or inhi- 
biert und dadurch Fibrinolyse verhindert. 
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Eine groSe Vielzahl von anderen anti-angiogenen Faktoren kann 
im Kontext der vorliegenden Erfindung verwendet werden. Typi- 
sche Beispiele schliefien Plattchenfaktor 4 (Sigma Chemical 
Co., #F1385) ; Protaminsulf at (Clupeine) (Sigma Chemical Co., 
#P4505) ; sulfatierte Chitin-Derivate (hergestellt von Konigin- 
nenkrabbenschalen) , (Sigma Chemical Co., #C3641) Murata et 
al., Cancer Res. 51:22-26, 1991); sulphatierter Polysaccharid- 
Peptidoglykan-Komplex (SP-PG) (die Funktion dieser Verbindung 
kann verstarkt werden durch die Gegenwart von Steroiden, wie 
Estrogen und Tamoxif encitrat) ; Staurosporin (Sigma Chemical 
Co., #S4400) ; Modulatoren des Matrixmetabolismus, einschlieS- 
lich z.B. Prolinanaloge { [ (L-Azetidin-2-Carbonsaure (LACA) 
(Sigma Chemical Co., #A0760) ) , Cishydroxyprolin, d,L-3 ,4-Dehy- 
droprolin (Sigma Chemical Co., #D0265) , Thiaprolin (Sigma Che- 
mical Co., #T0631)], or,a-Dipyridyl (Sigma Chemical Co., 
#D7505) , /3-Aminopropionitrilfumarat (Sigma Chemical Co., 
#A3134) ] } ; MDL 27032 (4-Propyl-5- (4-Pyridinyl) -2 (3H) -Oxazolon; 
Merion Merrel Dow Research Institute) ; Methotrexat (Sigma Che- 
mical Co., #A6770; Hirata et al., Arthritis and Rheumatism 
32:1065-1073, 1989); Mitoxantron (Polverini und Novak, Bio- 
chem. Biophys. Res. Comm. 140:901-907); Heparin (Folkman, Bio. 
Phar. 34:905-909, 1985; Sigma Chemical Co., #P8754) ; Interfe- 
ron (z.B. Sigma Chemical Co., #13265); 2 Makroglobulinserum 
(Sigma Chemical Co., #M7151) , ChIMP-3 (Pavloff et al., J. Bio. 
Chem. 267:17321-17326, 1992); Chymostatin (Sigma Chemical Co., 
#C7268; Tomkinson et al., Biochem J. 286:475-480, 1992); jS- 
Cyclodextrin-Tetradecasulfat (Sigma Chemical Co., #C4767) ; 
Eponemycin; Estramustin (erhaltlich von Sigma; Wang und Ste- 
arns Cancer Res. 48:6262-6271, 1988); Fumagillin (Sigma Chemi- 
cal Co., #F6771; kanadisches Patent Nr. 2,024,306; Ingber et 
al. Nature 348:555-557, 1990); Gold-Natrium- Thiomalat ("GST"; 
Sigma: G4022; Matsubara und Ziff, J. Clin. Invest. 79:1440- 
1446, 1987); (D-Penicillamin ("CDPT"; Sigma Chemical Co., 
#P4875 oder P5000 (HCl)); jS-1 -Ant icollagenase -Serum; or2-Anti- 
plasmin (Sigma Chemical Co. :A0914; Holmes et al., J. Biol. 
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Chem 262 (4) :1659-1664, 1987); Bisantren (National Cancer In- 
stitute) ; Lobenzarit-Dinatrium- (N- (2) -carboxyphenyl-4-chloran- 
thronilsaure-Dinatrium oder "CCA"; Takeuchi et al., Agents Ac- 
tions 36:312-316, 1992); Thalidomid, angiostatisches Steroid, 
AGM-1470 , Carboxyaminolmidazol , Metalloproteinase-Inhibitoren 
wie BB94 und das Peptid CDPGYIGSR-NH 2 (SEQUENZ ID NR. 1) (Iwa- 
ki Glass, Tokyo, Japan) , 

Anti-angiogene Zusamrnensetzungen der vorliegenden Erfindung 
konnen eine groSe Vielzahl von Verbindungen zusatzlich zu dem 
anti-angiogenen Faktor und Polymertrager umfassen. Zura Bei- 
spiel konnen anti-angiogene Zusamrnensetzungen der vorliegenden 
Erfindung auch, in bestimmten Ausfuhrungsformen der Erfindung, 
ein oder mehrere Antibiotika, Anti-Inf lammatorien, anti-virale 
Agenzien, anti-fungale Agenzien und/ oder ant i -protozoal e Agen- 
zien umfassen. Typische Beispiele von Antibiotika, die in den 
hierin beschriebenen Zusamrnensetzungen umfaSt sind, umfassen: 
Penicilline; Cephalosporine, wie Cefadroxil, Cefazolin, Cefa- 
clor; Aminoglykoside, wie Gentamycin und Tobramycin; Sulfona- 
mide, wie Sulfamethoxazol; und Metronidazol . Typische Beispie- 
le von Anti-Inf lammatorien schlieSen ein: Steroide wie Predni- 
son, Prednisolon, Hydrocortison, adrenocorticotropes Hormon 
und Sulfasalazin; und nicht-steroidale anti-inf lammatorische 
Wirkstoffe ("NSAIDS"), wie Aspirin, Ibuprofen, Naproxen, Feno- 
porfen, Indomethacin und Phenylbutazon. Typische Beispiele 
antiviraler Agenzien schlieSen ein Acyclovir, Ganciclovir, 
Zidovudin. Typische Beispiele antifungaler Agenzien schlieSen 
ein: Nystatin, Ketoconazol, Griseofulvin, Flucytosin, Micona- 
zol, Clotrimazol. Typische Beispiele antiprotozoaler Agenzien 
schlieSen ein: Pentamidin-Isethionat , Chinin, Chloroquin und 
Mef loquin. 

Anti-angiogene Zusamrnensetzungen der vorliegenden Erfindung 
konnen auch ein oder mehrere Hormone umfassen, wie Thyroidhor- 
mone, Estrogen, Progesteron, Cortison und/oder Wachstumshormo- 
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ne, andere biologisch aktive Molekule, wie Insulin, ebenso wie 
T H1 -(z.B. Interleukine -2, -12 und -15, Gamma- Interferon oder 
T H2 -(z.B. Interleukine -4 und -10) Zytokine. 

Anti-angiogene Zusammensetzungen der vorliegenden Erfindung 
konnen auch umfassen zusatzliche Bestandteile wie oberf lachen- 
aktive Verbindungen (entweder hydrophil oder hydrophob, siehe 
Beispiel 13) , anti-neoplastische oder chemotherapeutische 
Agenzien (z.B. 5-Fluoruracil, Vinblastin, Doxyrubicin, Adria- 
mycin oder Tamocif en) , radioaktive Agenzien (z.B. Cu-64, Ga- 
67, Ga-68, Zr-89, Ru-97, Tc-99m, Rh-105, Pd-109, In-Ill, I- 
123, 1-125, 1-131, Re-186, Re-188, Au-198, Au-199, Pb-203, At- 
211, Pb-212 und Bi-212) oder Toxine (z.B. Ricin, Abrin, Diph- 
terietoxin, Choleratoxin, Gelonin, antivirales Pokeweed- Pro- 
tein, Tritin, Shigella-Toxin und Pseudomonas -Exotoxin A) . 

Wie oben festgehalten umfassen anti-angiogene Zusammensetzun- 
gen der vorliegenden Erfindung einen anti-angiogenen Faktor 
und einen Polymertrager . Zusatzlich zu der grofien Menge von 
anti-angiogenen Faktoren und anderen Verbindungen, wie oben 
diskutiert, konnen anti-angiogene Zusammensetzungen der vor- 
liegenden Erfindung eine groSe Vielzahl von Polymertragern 
umfassen, einschlieSlich z.B. sowohl biologisch abbaubare als 
auch nicht -biologisch abbaubare Zusammensetzungen. Typische 
Beispiele biologisch abbaubarer Zusammensetzungen schliefien 
Albumin, Gelatine, Starke, Cellulose, Dextrane, Polysacchari- 
de, Fibrinogen, Poly (d, 1-Lactid) , Poly (d, 1-Lactid-co- 
Glycolid) , Poly (Glykolid) , Poly (Hydroxybutyrat) , Poly(Alkyl- 
carbonate) und Poly (Orthoester) ein (siehe allgemein, Ilium, 
L., Davis, S.S. (Hrgs.) "Polymers in controlled Drug Delivery" 
Wright, Bristol, 1987/ Arshady, J. Controlled Release 17:1-22, 
1991, Pitt, Int. J. Phar. 59:173-196, 1990, Holland et al. f J. 
Controlled Release 4:155-0180, 1986) .* Typische Beispiele 
nicht -abbaubarer Polymere schlieSen EVA-Copolymere, Silikon- 
gummi und Poly (methyl methacrylat) ein. Besonders bevorzugte 
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Polymertrager schlieSen EVA-Copolymere (z.B. ELVAX 40, Poly- 
(Ethylen-Vinylacetat) , quervernetzt mit 40 % Vinylacetat; Du- 
Pont) , Poly (Milch- co-Glykolsaure) , Polycaprolacton, Polymilch- 
saure, Copolymere von Poly (Ethyl en- Vinylacetat ) , quervernetzt 
mit 40 % Vinylacetat, und Polymilchsaure, und Copolymere aus 
Polymilchsaure und Polycaprolacton ein. 

Polymertrager konnen in einer Vielzahl von Formen hergestellt 
werden, einschlieSlich z.B. als Nanospharen oder Mikrospharen, 
Stab-fdrmige Vorrichtungen, Pellets, Platten oder Kapseln 
(siehe z.B. Goodell et al. # Am. J. Hosp. Pharm. 43:1454-1461, 
1986); Langer et al . , "Controlled release of macromolecules 
from polymers", in Biomedical polymers, Polymeric materials 
and pharmaceuticals for biomedical use, Goldberg, E.P., Naka- 
gim, A. (Hrg.) Academic Press, S. 113-137, 1980; Rhine et al . , 
J. Pharm. Sci. 69:265-270, 1980; Brown et al., J. Pharm. Sci. 
72:1181-1185, 1983; und Bawa et al., J. Controlled Release 
1:259-267, 1985) . 

Vorzugsweise sind anti-angiogene Zusammensetzungen der vorlie- 
genden Erfindung (welche ein oder mehrere anti-angiogene Fak- 
toren und einen Polymertrager umfassen) in einer Art und Weise 
gestaltet, die fur die beabsichtigte Verwendung geeignet ist. 
In bevorzugten Aspekten der vorliegenden Erfindung sollte die 
anti-angiogene Zusammensetzung biokompatibel sein und einen 
oder mehrere anti-angiogene Faktoren uber eine Zeitspanne von 
mehreren Wochen bis Monaten freisetzen. Zusatzlich sollten an- 
ti-angiogene Zusammensetzungen der vorliegenden Erfindung vor- 
zugsweise fur mehrere Monate stabil sein und in der Lage sein, 
unter sterilen Bedingungen hergestellt und gelagert zu werden. 

In bestimmten Aspekten der vorliegenden Erfindung konnen anti- 
angiogene Zusammensetzungen hergestellt werden in irgendeiner 
GroSe, die von Nanospharen bis Mikrospharen (d.h. von 0,1 /an 
bis 500 fim) reicht, abhangig von der speziellen Verwendung. 
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Zum Beispiel ist es allgemein bevorzugt, wenn zu Zwecken der 
Tumorembolisierung (wie unten diskutiert) verwendet, die anti- 
angiogene Zusammensetzung in Mikrospharen zwischen 15 und 500 
fim, vorzugsweise zwischen 15 und 200 fim, und am bevorzugtesten 
zwischen 25 und 150 fim herzustellen. Solche Nanopartikel kon- 
nen auch leicht als ein "Spray" angewendet werden, welches 
sich in einem Film Oder einer Beschichtung verfestigt. Nanop- 
artikel (auch als "Nanospharen" bezeichnet) konnen in einer 
grofien Vielzahl von Grofien verwendet werden, einschliefilich 
z.B. von 0,1 fim bis 3 pirn, von 10 /zm bis 30 fim und von 30 fim 
bis 100 fim (siehe Beispiel 8) . 

Anti-angiogene Zusammensetzungen konnen auch hergestellt wer- 
den, bei Kenntnis der hierin gelieferten Offenbarung, fur eine 
Vielzahl von anderen Anwendungen. Zum Beispiel konnen fur die 
Verabreichung von anti-angiogenen Zusammensetzungen an die 
Hornhaut die Zusammensetzungen der vorliegenden Erfindung in 
Polymere eingebaut werden als Nanopartikel (siehe allgemein 
Kreuter J. Controlled Release 16:169-176, 1991); Couvreur und 
Vauthier, J. Controlled Release 17:187-198, 1991), Solche Na- 
nopartikel konnen auch leicht angewendet werden als ein 
"Spray", welches sich in einem Film oder einer Beschichtung 
verfestigt. Nanopartikel (auch bezeichnet als "Nanospharen" 
konnen verwendet werden in einer grofien Vielzahl (?) von Gro- 
Sen, einschliefilich z.B. von 0,1 fim bis 3 fim, von 10 /zm bis 30 
fim und von 30 fim bis 100 fim (siehe Beispiel 8) . 

Anti-angiogene Zusammensetzungen der vorliegenden Erfindung 
konnen auch in einer Vielzahl von "Pasten-" oder Gel-Formen 
hergestellt werden. Zum Beispiel sind in einer Ausfuhrungsform 
der Erfindung anti-angiogene Zusammensetzungen vorgesehen, die 
bei einer Temperatur flussig sind (z.B, Temperatur grofier als 
37°C, wie 40°C, 45°C, 50°C, 55°C oder 60°C) und fest oder 
halb-fest bei einer anderen Temperatur (z.B. Umgebungskorper- 
temperatur, oder irgendeine Temperatur geringer als 37°C) . 
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Solche "Thermopasten" konnen leicht hergestellt werden, im 
Lichte der hierin gelieferte Offenbarung (siehe z.B. Beispiele 
10 und 14) . 

In einem noch weiteren Aspekt der Erfindung konnen die anti- 
angiogenen Zusammensetzungen der vorliegenden Erfindung als 
ein Film gebildet werden. Vorzugsweise sind derartige Filme im 
allgemeinen 5, 4, 3, 2 oder 1 mm dick, bevorzugterweise weni- 
ger als 0,75 mm oder 0,5 mm dick, und am bevorzugtesten weni- 
ger als 500 /xm bis 100 fixa dick. Solche Filme sind vorzugsweise 
flexibel mit einer guten Zugf estigkeit (z.B. groSer als 50, 
vorzugsweise weniger als 100 und bevorzugterweise grofier als 
150 oder 200 N/cm 2 ) , gute Adhasionseigenschaf ten (d.h. adha- 
riert leicht an f euchte oder nasse Oberf lachen) , und weist 
eine kontrollierte Permeabilitat auf. Typische Beispiele der- 
artiger Filme werden in den Beispielen vorgestellt (siehe z.B. 
Beispiel 13) . 

Typische Beispiele des Einbaus von anti-angiogenen Faktoren in 
einen Polymertrager sind detaillierter unten in Beispielen 3, 
4 und 8 bis 15 beschrieben. 

ARTERIELLE EMBOLI S I ERUNG 

Zusatzlich zu den oben beschriebenen Zusammensetzungen liefert 
die vorliegende Erfindung auch eine Vielzahl von Verfahren, 
die die oben beschriebenen anti-angiogenen Zusammensetzungen 
verwenden. Insbesondere sind in einem Aspekt der vorliegenden 
Erfindung Verfahren zum Embolisieren eines BlutgefaSes vorge- 
sehen, umfassend den Schritt, eine therapeutisch wirksame Men- 
ge einer anti-angiogenen Zusammensetzung (wie oben beschrie- 
ben) in ein GefaS zu verabreichen, so daS das BlutgefaS wirk- 
sam okkludiert wird. Therapeutisch wirksame Mengen, die fur 
Okklusion von BlutgefSSen geeignet sind, konnen leicht be- 
stimmt werden, im Lichte der unten gelieferte Of f enbarung, und 
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wie beschrieben in Beispiel 6. In einer besonders bevorzugten 
Ausfuhrungsform wird die anti-angiogene Zusammensetzung an ein 
BlutgefaS verabreicht, das einen Tumor versorgt (siehe Fig, 
13) . 

Kurz gesagt gibt es eine Anzahl klinischer Situationen (z.B 
Blutung, Tumorentwicklung) , wo es wiinschenswert ist, die Blut- 
versorgung zu einem Organ oder einer Region zu verringern oder 
zu beseitigen. Wie detaillierter unten beschrieben, kann dies 
durch Injektion anti-angiogener Zusammensetzungen der vorlie- 
genden Erfindung in ein erwiinschtes Blutgefafi durch einen se- 
lektiv positionierten Katheter (siehe Fig. 13) erfolgen. Die 
Zusammensetzung wandert mittels des Blutstroms bis sie in der 
GefaSversorgung festgesetzt wird und dadurch physikalisch 
(oder chemisch) das BlutgefaS okkludiert. Der verringerte oder 
unterbundene Blutstrom zu dem ausgewahlten Gebiet fuhrt zu ei- 
ner Infarzierung (Zelltod infolge einer unangemessenen Versor- 
gung mit Sauerstoff und Nahrstoffen) oder verringertem Blut- 
verlust aus einem beschadigten GefaS. 

Zur Verwendung in der Embolisierungstherapie sind anti-angio- 
gene Zusammensetzungen der vorliegenden Erfindung vorzugsweise 
nicht toxisch, thrombogen, leicht in Vaskularkathetern hinun- 
ter zu injizieren, radio-opak, schnell und permanent wirksam, 
steril, und leicht in verschiedenen Formen oder GroSen zum 
Zeitpunkt der Prozedur verfugbar. Zusatzlich fuhren die Zusam- 
mensetzungen zur langsamen (ideal uber eine Zeitspanne von 
mehreren Wochen bis Monten) Freisetzung eines anti-angiogenen 
Faktors. Besonders bevorzugte anti-angiogene Zusammensetzungen 
sollten eine vorhersagbare Grofie von 15 bis 200 /zm aufweisen, 
nachdem sie in das Vaskularsystem injiziert wurden. Vorzugs- 
weise sollten sie nicht zu groSeren Partikeln, entweder in L6- 
sung oder nachdem sie einmal injiziert wurden, verklumpen. Zu- 
satzlich sollten bevorzugte Zusammensetzungen nicht ihre Form 
oder physikalischen Eigenschaf ten wahrend der Lagerung vor der 
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Verwendung andern, 

Embolisierungstherapie kann auf wenigstens drei Hauptwegen 
verwendet werden, urn bei der Handhabung von Neoplasmen zu as- 
sistieren: (1) definitive Behandlung von Tumoren (gewohnlich 
benigne) ; (2) fur preoperative Embolisierung; und (3) fur pal- 
liative Embolisierung. Kurz gesagt konnen benigne Tumore 
manchmal erfolgreich durch Embolisierungstherapie alleine be- 
handelt werden. Beispiele derartiger Tumoren schlieSen einfa- 
che Tumoren vaskularen Ursprungs (z.B. Hamangiome) , endokrine 
Tumoren, wie Parathyroidadenome und benigne Knochentumoren 
ein. 

Fur andere Tumoren (z.B. renale Adenocarcinome) , kann preope- 
rative Embolisierung verwendet werden Tage oder Stunden vor 
der chirurgischen Resektion, urn den operative Blutverlust zu 
verringern, die Dauer der Operation zu verkurzen und das Risi- 
ko der Dissemination lebender maligner Zellen durch chirurgi- 
sche Manipulation des Tumors zu verhindern. Viele Tumore kon- 
nen erfolgreich praoperativ embolisiert werden, einschlieSlich 
z.B. nasopharyngealer Tumoren, Glomus -jugulare -Tumoren, Menin- 
giomen, Chemodectomen und vagalen Neuromen. 

Embolisierung kann auch verwendet werden als vorrangiger Be- 
handlungsmodus fur inoperable Malignitaten, urn die Uberlebens- 
zeit von Patienten mit f ortgeschrittener Krankheit zu verlan- 
gern. Die Embolisierung kann eine ausgepragte Verbesserung der 
Lebensqualitat des Patienten mit malignen Tumoren bedingen 
durch Vermindern unangenehmer Symptome wie Bluten, venose Ob- 
struktionen und tracheale Kompression. Die groEten Vorteile 
aus palliativer Tumorembolisierung konnen jedoch bei Patienten 
gesehen werden, die unter den humoralen Wirkungen maligner 
endokrinen Tumoren leiden, wo Metastasen von carcinoiden Tumo- 
ren und anderen endokrinen Neoplasmen, wie Insulinomen und 
Glucagonomen, langsam wachsen konnen, und doch grofie Qualen 
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durch die endokrinen Syndrome bewirken konnen, die sie produ- 
zieren. 

Im allgemeinen wird die Embolisierungstherapie, die anti-an- 
giogene Zusammensetzungen der vorliegenden Erfindungen verwen- 
det, typischerweise in einer ahnlichen Weise angewandt, unab- 
hangig von der Stelle. Kurz gesagt wird zuerst eine Angiogra- 
phic (eine StraSenkarte der BlutgefaSe) der Region, die embo- 
lisiert werden soli, vorgenommen durch Injektion radiopaken 
Kontrastes durch einen Katheter, der in eine Arterie Oder Vene 
(abhangig von der Stelle, die embolisiert werden soil) inse- 
riert ist, wenn eine Rontgenaufnahme vorgenommen wird. Der 
Katheter kann entweder perkutan oder chirurgisch inseriert 
sein. Das BlutgefaS wird dann embolisiert durch Refluxieren 
von anti-angiogenen Zusammensetzungen der vorliegenden Erfin- 
dung durch den Katheter, bis man beobachtet, daS der Strom 
aufhort. Okklusion kann bestatigt werden durch Wiederholen des 
Angiogramms . 

Embolisierungstherapie fuhrt im allgemeinen zur Verteilung von 
Zusammensetzungen, die anti-angiogene Faktoren enthalten, 
durch die Interstizien des Tumors oder der Vaskularmasse, die 
behandelt werden soil. Die physikalische Masse der embolischen 
Partikel, die das arterielle Lumen verstopfen, fuhrt zur Ok- 
klusion der Blutversorgung . Zusatzlich zu diesen Effekt ver- 
hindert die Anwesenheit eines anti-angiogenen Faktors/von an- 
ti-angiogenen Faktoren die Bildung neuer BlutgefaSe, urn den 
Tumor oder vaskulare Masse zu versorgen, was die devitalisie- 
rende Wirkung des Abschneidens der Blutversorgung verstarkt. 

Deshalb sollte es of fensichtlich sein, daS eine groSe Vielzahl 
von Tumoren embolisiert werden kann unter Verwendung der Zu- 
sammensetzxing der vorliegenden Erfindung. Kurz gesagt werden 
Tumoren typischerweise in zwei Klassen eingeteilt: benigne und 
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maligne. In einem benignen Tumor behalten die Zellen ihre dif- 
ferenzierten Merkmale bei und teilen sich nicht in einer voll- 
standig unkontrollierten Art und Weise. Zusatzlich ist der 
Tumor lokalisiert und nicht -metastatisch. In einem malignen 
Tumor werden die Zellen undif f erenziert , antworten nicht auf 
die Wachstumssignale und hormonellen Signale des Korpers und 
vermehreren sich in einer unkontrollierten Art und Weise; der 
Tumor ist invasiv und in der Lage, sich auf entfernte Stellen 
auszubreiten . 

In einem Aspekt der vorliegenden Erfindung konnen Metastasen 
(Sekundartumoren) der Leber behandelt werden unter Verwendung 
der Embolisierungstherapie. Kurz gesagt ist ein Katheter via 
der Femoral- oder Brachialarterie inseriert und in die hepa- 
tische Arterie fortbewegt, indem er durch das arterielle Sy- 
stem unter f luoroskopischer Piihrung gelenkt wird. Der Katheter 
wird in den hepatischen Arterienstamm fortbewegt so weit wie 
notwendig, vim vollstandige Blockade der BlutgefaSe zu erlau- 
ben, die den/die Tumore(n) versorgen, wahrend soviele der ar- 
teriellen Aste wie moglich, die normale Strukturen versorgen, 
verschont werden. Idealerweise wird dies ein segmentaler Zweig 
der hepatischen Arterie sein, aber es konnte sein, dafi die 
gesamte hepatische Arterie distal zum Ursprung der Gastroduo- 
denalarterie, oder sogar multiple getrennte Arterien blockiert 
werden mussen, abhangig von Umfang des Tumors und seiner indi- 
viduellen Blutversorgung . Wenn die erwunschte Katheterposition 
einmal erreicht ist, wird die Arterie embolisiert durch Injek- 
tion von anti-angiogenen Zusammensetzungen (wie hierin be- 
schrieben) durch den arteriellen Katheter, bis der FluS in der 
zu blockierenden Arterie aufhort, vorzugsweise selbst nach 
Beobachtung fur 5 Minuten. Okklusion der Arterie kann besta- 
tigt werden durch Injektion von radiopakem Konstrast durch den 
Katheter und Demonstrieren durch Fluoroskopie oder Rontgen- 
f ilm, dafi das Gefafi, das zuvor mit Kontrast gefiillt worden 
ist, dies nicht langer macht. Dieselbe Prozedur kann mit jeder 
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zu okkludierenden zufuhrenden Arterie wiederholt werden. 

Wie oben f estgehalten, konnen sowohl benigne als auch maligne 
Tumoren embolisiert werden unter Verwendung von Zusammenset- 
zungen der vorliegenden Erfindung. Typische Beispiele benigner 
hepatischer Tumoren schliefien ein hepatozellulares Adenom, 
kavernoses Hamangiom und fokale nodulare Hyperplasien. Andere 
benigne Tumoren, die selten sind und oftmals keine klinischen 
Manif estationen aufweisen, konnen auch behandelt werden. Diese 
schliefien Gallengangadenome, Gallengangzystadenome, Fibrorae, 
Lipome, Leiomyome, Mesotheliome, Teratome, Myxome und nodulare 
regenerative Hyperplasie ein. 

Maligne hepatische Tumoren werden im allgemeinen unterteilt in 
zwei Kategorien: primare und sekundare. Primare Tumore entste- 
hen direkt aus dem Gewebe, in dem sie gefunden werden. Somit 
ist ein primarer Lebertumor ursprunglich von den Zellen abge- 
leitet, die das Lebergewebe ausbilden (wie Hepatozyten und 
Gallen-Zellen) . Typische Beispiele primarer hepatischer Malig- 
nitaten, die durch arterielle Erabolisierung behandelt werden 
konnen, schliefien Hepatozellularkarzinome/ Cholangiokarzinome, 
Angiosarkome, Zystadenokarzinome, squamose Zellkarzinome und 
Hepatoblastome ein. 

Ein Sekundar tumor, Oder Metastase, ist ein Tumor, der sonstwo 
aus dem Korper stammt, aber sich nun in ein entferntes Organ 
verteilt hat. Die gewohnlichen Routen fur Metastasen sind di- 
rektes Wachstum in umgebende Strukturen, Verteilung durch das 
Vaskular- oder lymphatische System, und Wandern entlang Gewe- 
beebenen und Korperraume (Periotonealflussigkeit, Cerebrospi- 
nalflussigkeit, etc.). Sekundare hepatische Tumoren sind eine 
der haufigsten Todesursachen bei Krebspatienten und bei weitem 
die haufigste Form von Lebertumor. Obwohl wirklich jede Malig- 
nitat in die Leber metastatisieren kann, schliefien Tumoren, 
die sich am wahrscheinlichsten zur Leber verteilen, ein: Krebs 
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des Magens, des Colons und des Pankreas; Melanome; Tumoren der 
Lunge, des Oropharynx und der Blase; Hodgkin's und Non- 
Hodgkin' s-Lymphome; Tumoren der Brust, Ovarien und Prostata. 
Ein jeder der oben genannten Primartumoren weist viele ver- 
schiedene Tumortypen auf , die durch arterielle Embolisierung 
behandelt werden konnen (z.B. gibt es liber 32 verschiedene 
Typen von Eierstockkrebs . 

Wie oben festgehalten, kann die Embolisierungstherapie, die 
anti-angiogene Zusammensetzungen der vorliegenden Erfindung 
verwendet, auch in einer Vielzahl von anderen klinischen Si- 
tuationen angewendet werden, wo es erwiinscht ist, BlutgefaSe 
zu okkludieren. In einem Aspekt der vorliegenden Erfindung 
kann arteriovenose MiSbildung behandelt werden durch Verabrei- 
chung einer der oben beschriebenen Zusammensetzungen. Kurz 
gesagt bezeichnet arteriovenose MiSbildung (vaskulare MiEbil- 
dungen) eine Gruppe von Erkrankungen, wo mindestens ein (und 
am typischsten viele) abnormale Verbindungen zwischen Arterien 
und Venen erfolgen, was zu einer lokalen Tumor -ahnlichen Masse 
fuhrt, die uberwiegend zusammengesetzt ist aus Blutgefafien. 
Eine derartige Erkrankung kann entweder kongenital oder erwor- 
ben sein. 

In einer Aus fuhrungs form der Erfindung kann eine arteriovenose 
MiSbildung behandelt werden durch Insertion eines Katheters 
via der Femoral- oder Brachialarterie und indem er vorgescho- 
ben wird in die zufiihrende Arterie unter f luoroskopischer Fiih- 
rung. Der Katheter wird vorzugsweise so weit wie notwendig 
vorgeschoben, urn vollstandige Blockierung der Blutgefafie zu 
erreichen, die die vaskulare MiSbildung versorgen, wohingegen 
soviele der arteriellen Zweige, die normale Strukturen versor- 
gen, wie moglich verschont werden (idealerweise wird dies eine 
einzelne Arterie sein, aber in den meisten Fallen werden mul- 
tiple getrennte Arterien okkludiert werden miissen, abhangig 
vom Umfang der vaskularen Fehlbildung und ihrer individuellen 
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Blutversorgung) . Nachdem die erwunschte Katheterposition er- 
reicht ist, kann jede Arterie embolisiert werden unter Verwen- 
dung anti-angiogener Zusammensetzungen der vorliegenden Erfin- 
dung. 

In einem weiteren Aspekt der Erf indung kann Embolisierung vor- 
genommen werden, urn Zustande exzessiven Blutens zu behandeln. 
Zum Beispiel kann Menorrhagie (exzessives Bluten bei der Men- 
struation) leicht behandelt werden durch Embolisieren von ute- 
rinen Arterien. Kurz gesagt sind die uterinen Arterien Zweige 
der inneren bilateralen Darmbeinarterie . In einer Ausfuhrungs- 
form der Erf indung kann ein Katheter uber die Femoral- oder 
Brachialarterie eingefiihrt und vorgeschoben werden in jede 
uterine Arterie, indem er durch das arterielle System unter 
fluoroskopischer Fuhrung gesteuert wird. Der Katheter sollte 
soweit wie notwendig vorgeschoben werden, urn vollstandige 
Blockade der BlutgefaEe zum Uterus zu erlauben, wahrend sovie- 
le arterielle Verzweigungen wie moglich, die von der uterinen 
Arterie entstehen und normale Strukturen versorgen, wie mog- 
lich verschont werden. Idealerweise kann eine einzelne uterine 
Arterie auf jeder Seite embolisiert werden, aber gelegentlich 
kann es sein, daS multiple getrennte Arterien blockiert werden 
mussen, abhangig von der einzelnen Blutversorgung. Nachdem die 
erwunschte Katheterposition erreicht ist, kann jede Arterie 
unter Verabreichung der anti-angiogenen Zusammensetzung, wie 
oben beschrieben, embolisiert werden. 

In einer gleichen Weise kann Embolisierung in einer Vielzahl 
anderer Zustande, einschlieSlich z.B. akuter Blutung, vaskula- 
rer Abnormitaten, Erkrankungen des zentralen Nervensystems und 
Hypersplenismus erfolgen. 
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VERWENDUNG VON ANT I - ANG I OGENEN ZUSAMMENSETZUNGEN ALS 
BE S CH I CHTUNGEN FUR ENDOPROTHESEN 

Wie oben f estgestellt, liefert die vorliegende Erfindung Endo- 
prothesen, die eine allgemein rohrenformige Struktur (welche 
z.B. Spiralformen einschlieSt) , umfaSt, deren Oberflache mit 
einer Zusammensetzung, wie oben beschrieben, beschichtet ist. 
Kurz gesagt ist eine Endoprothese ein Geriist, gewohnlicherwei- 
se mit zylindrischer Form, die in einen Korperdurchgang (z.B. 
Gallengange) inseriert wird, die infolge eines krankhaften 
Prozesses (z.B. Einwachsen durch einen Tumor) verengt worden 
sind, urn das VerschlieSen oder WiederverschlieSen des Durch- 
ganges zu verhindern. Endoprothesen wirken dadurch, dafi sie 
die Wande des Korperdurchgangs , in den sie inseriert worden 
sind, physikalisch offenhalten. 

Eine Vielzahl von Endoprothesen kann verwendet werden inner- 
halb des Kontextes der vorliegenden Erfindung, einschlieSlich 
z.B. dsophagaler Endoprothesen, Vaskularendoprothesen, Gallen- 
endoprothesen, pankreatische Endoprothesen, uretherischer und 
Harnrohrenendoprothesen, lakrimaler Endoprothesen, Endoprothe- 
sen der eustachschen Rohre, Faziallisrohrenendoprothese und 
Trachial - /Bronchialendoprothese . 

Endoprothesen konnen leicht erhalten werden aus kommerziellen 
Quellen, oder konstruiert werden gemafi den gut bekannten Tech- 
niken. Typische Beispiele von Endoprothesen schliefien jene 
ein, die in U.S. Patent Nr. 4,776,337, mit dem Titel "Expenda- 
ble Intraluminal Graft and Method, and Apparatus for Implan- 
ting and Expandable Intraluminal Graft", U.S. Patent Nr. 
5,176,626, mit dem Titel "Indwelling Stent", U.S. Patent Nr. 
5,147,379, mit dem Titel "Nitinol Stent for Hollow Body Con- 
duits", U.S. Patent Nr. 5,064,435, mit dem Titel "Self -Expan- 
ding Prosthesis Having Stable Axial Length", U.S. Patent Nr. 
5,052,998, mit dem Titel "Indwelling Stent and Method of Use" 



- 33 - 



und U.S. Patent Nr. 5,041,126 mit dem Titel "Endovascular 
Stent" ein, die alle hierin durch Bezugnahme in ihrer Gesamt- 
heit aufgenommen sind. 

Endoprothesen konnen mit anti-angiogenen Zusammensetzungen 
oder anti-angiogenen Faktoren der vorliegenden Erfindung be- 
schichtet sein unter Verwendung einer Vielzahl von Verfahren, 
einschlieSlich z.B. : (a) durch direktes Befestigen einer anti- 
angiogenen Zusammensetzung auf einer Endoprothese (z.B. entwe- 
der durch Bespriihen der Endoprothese mit einem Polymer/ -Wirk- 
stoff ilm oder durch Eintauchen der Endoprothese in eine Poly- 
mer- /Wirkstofflosung) , (b) durch Beschichten der Endoprothese 
mit einer Substanz wie einem Hydrogel, das wiederum die anti- 
angiogene Zusammensetzung (oder den anti-angiogenen Faktor 
oben) absorbieren wird, (c) durch Einweben eines mit anti-an- 
giogener Zusammensetzung beschichteten Fadens (oder dem Poly- 
mer selbst, das zu einem Faden geformt ist) in die Struktur 
der Endoprothese, (d) durch Inserieren der Endoprothese in 
eine Htille oder Sieb, welches aus einer anti-angiogenen Zusam- 
mensetzung besteht oder damit beschichtet ist, oder (e) Kon- 
struieren der Endoprothese selbst mit einer anti-angiogenen 
Zusammensetzung. In bevorzugten Ausfuhrungsformen der Erfin- 
dung sollte die Zusammensetzung fest an die Endoprothese wah- 
rend der Lagerung und der Zeit der Insertion adharieren und 
sollte nicht von der Endoprothese entfernt werden, wenn der 
Durchmesser von seiner kollabierten Grofie zu seiner vollen 
Expansionsgrofie expandiert ist. Die anti-angiogene Zusammen- 
setzung sollte sich auch vorzugsweise nicht wahrend der Lage- 
rung, vor Insertion oder dann zersetzen, wenn sie auf Korper- 
temperatur erwarmt wird nach Expansion im Korper. Zusatzlich 
sollte sie die Endoprothese glatt und gleichmaSig beschichten 
mit einer einheitlichen Verteilung von Angiogenese inhibitor, 
wahrend sie die Kontur der Endoprothese nicht verandert. In 
bevorzugten Ausfuhrungsformen der Erfindung sollte die anti- 
angiogene Zusammensetzung eine uniforme, vorhersagbare, ver- 
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langerte Freisetzung des anti-angiogenen Faktors in das die 
Endopro these umgebende Gewebe vorsehen, nachdem sie einmal 
eingesetzt wurde. Fur vaskulare Endoprothesen sollte die Zu- 
sammensetzung zusatzlich zu den obigen Eigenschaf ten die Endo- 
prothese nicht thrombogen machen (Blutpf ropf en zu bilden ver- 
ursachen) , Oder wesentliche Storungen im Blutstrom verursachen 
(mehr als man von der Endoprothese erwarten wurde, wenn sie 
unbeschichtet ware) . 

In einem weiteren Aspekt der vorliegenden Erfindung sind Ver- 
fahren vorgesehen zum Expandieren des Lumens eines Korper- 
durchgangs, welches umfaSt Inserieren einer Endoprothese in 
den Durchgang, wobei die Endoprothese eine allgemein tubulare 
Struktur aufweist, die Oberflache der Struktur mit einer anti- 
angiogenen Zusaramensetzung (oder einem anti-angiogenen Faktor 
alleine) beschichtet ist, so, daS der Durchgang expandiert 
ist. Eine Vielzahl von Ausfuhrungsformen wird unten beschrie- 
ben, worin das Lumen eines KSrperdurchganges expandiert wird, 
urn eine bilare, osophagale, tracheale/bronchiale, urethrale 
oder vaskulare Obstruktion zu verhindern. Zusatzlich ist ein 
representatives Beispiel detaillierter unten in Beispiel 7 
beschrieben. 

Allgemein werden Endoprothesen in einer ahnlichen Weise einge- 
setzt, unabhangig von der Stelle oder der zu behandelnden 
Krankheit. Kurz gesagt wird zuerst eine Prainsertions-Unter- 
suchung, gewohnlicherweise ein diagnostisches Bildverf ahren, 
Endoskopie, oder direkte Visualisierung zum Zeitpunkt des chi- 
rurgischen Eingriffs, allgemein vorgenommen, urn das geeignete 
Posit ionieren fur die Insertion der Endoprothese zu bestimmen. 
Ein Fuhrungsdraht wird dann durch die Lasion oder vorgeschla- 
gene Insertionsstelle vorgeschoben und iiber diesen wird ein 
Freisetzungskatheter geleitet, der erlaubt, daS eine Prothese 
in ihrer kollabierten Form inseriert wird. Typischerweise sind 
Endoprothesen in der Lage, komprimiert zu werden, so daS sie 
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durch winzige Kavitaten mittels kleiner Katheter inseriert 
werden konnen und dann zu einem grofieren Durchmesser expan- 
diert werden, nachdem sie einmal an der erwunschten Stelle 
sind. Einmal expandiert, zwingt die Endoprothese physikalisch 
die Wande des Durchganges auseinander und halt sie of fen, Als 
solches sind sie in der Lage, liber eine kleine Offnung einge- 
fiihrt zu werden und sind dennoch noch in der Lage, eine Hoh- 
lung mit einem groSen Durchmesser oder Durchgang offenzuhal- 
ten. Die Endoprothese kann selbstexpandierend sein (z.B. der 
Wallstent und Gianturco- Endoprothese) mittels Ballonexpansion 
(z.B. die Palmaz -Endoprothese und Strecker-Endoprothese) , oder 
durch einen Temperaturwechsel implantiert (z.B. die Nitinol- 
Endoprothese) . 

Endoprothesen werden typischerweise an ihren Ort manoveriert 
unter radiologischer oder direkter visueller Kontrolle, wobei 
besondere Vorsicht waltengelassen wird, urn die Endoprothese 
prazise iiber der Verengung in dem zu behandelnden Organ zu 
plazieren. Der Absetzkatheter wird dann zuriickgezogen, wobei 
die Endoprothese zuriickgelassen wird, die filr sich selbst als 
Gerust steht. Eine Untersuchung nach der Insertion verwendet 
gewohnlicherweise Rontgen und wird oft verwendet, um die ge- 
eignete Positionierung zu bestatigen. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform der Erfindung werden Ver- 
fahren vorgesehen zum Eliminieren von Gallenobstruktionen, die 
Inserieren einer Gallenendoprothese in einen Gallendurchgang 
umfaSt, wobei die Endoprothese eine allgemein rohrenf ormige 
Struktur aufweist, die Oberflache der Struktur beschichtet ist 
mit einer Zusammensetzung, wie oben beschrieben, so daS die 
Gallenobstruktion eliminiert wird. Kurz gesagt wird Tumor uber 
Wachstum der gewohnlichen Gallengange zu progressivem Ver- 
schluSikterus, der mit dem Leben nicht vereinbar ist. Im all- 
gemeinen ist das Gallensystem, welches Gallenf lussigkeit aus 
der Leber in das Duodenum abfuhrt am hauf igsten verlegt durch 
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(1) einen Tumor, der aus Gallengangzellen zusammengesetzt ist 
(Cholangiokarzinom) , (2) einen Tumor, der den Gallengang in- 
vadiert (z.B. pankreatisches Karzinom), oder (3) einen Tumor, 
der extrinsischen Druck ausiibt und den Gallengang zusammen- 
driickt (z.B. vergrofierte Lymphknoten) . 

Sowohl primare Gallentumoren ebenso wie andere Tumoren, die 
Kompression der Gallenwege verursachen, konnen behandelt wer- 
den unter Verwendung der Endoprothesen, wie hierin be- 
schrieben. Ein Beispiel primarer Gallentumoren sind Adenokar- 
zinome (die auch als Klatskin-Tumoren bezeichnet werden, wenn 
sie an der Bifurkation des gewohnlichen Leberduktus gefunden 
werden. Diese Tumoren werden auch als Gallenkarzinome, Chole- 
docholangiokarzinome oder Adenokarzinome des Gallensystems be- 
zeichnet. Benigne Tumoren, die den Gallengang betreffen (z.B. 
Adenom des Gallensystems) und, in seltenen Fallen, squamose 
Zellkarzinome des Gallengangs und Adenokarzinome der Gallen- 
blase, konnen auch Kompression der Gallenwege verursachen und 
deshalb zu Gallenobstruktion fuhren. 

Kompression der Gallenwege ist gewohnlich durch Tumoren der 
Leber und des Pancreas bedingt, die die Gange komprimieren und 
demzufolge verengen. Die meisten der Tumoren des Pankreas ent- 
stehen aus Zellen des Pankreasganges . Dies ist eine hoch fata- 
le Form von Krebs (5 % aller Krebstoten, 26.000 neue Falle pro 
Jahr in den Vereinigten Staaten) mit einer durchschnittlichen 
Uberlebenszeit von 6 Monaten und einer Einjahresuberlebensrate 
von 10 %. Wenn diese Tumoren im Kopf des Pancreas lokalisiert 
sind, verursachen sie haufig Gallenobstruktionen und dies ist 
der Lebensqualitat des Patienten wesentlich abtraglich. Wah- 
rend alle Typen von pankreatischen Tumoren im allgemeinen als 
"Karzinom des Pankreas" bezeichnet werden, gibt es histologi- 
sche Subtypen, einschlieSlich: Adenokarzinom, adenosquamoses 
Karzinom, Zystadeno -Karzinom und azinares Zellkarzinom. Leber- 
tumoren, wie oben diskutiert, konnen auch Kompression der Gal- 
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lenwege verursachen und somit Obstruktion der Gallengange ver- 
ursachen. 

In einer Ausfiihrungsf orm der Erfindung wird eine Gallen-Endo- 
prothese zuerst in einen Gallendurchgang auf einem von mehre- 
ren Wegen inseriert: vom oberen Ende durch Inserieren einer 
Nadel durch die Abdominal wand und durch die Leber (ein perku- 
tanes transhepatisches Cholangiogramm oder "PTC"); vom Boden- 
ende durch Kaniilieren des Gallenganges durch ein Endoskop, das 
durch den Mund, den Magen oder Duodenum inseriert ist (ein 
endoskopisches retrogrades Cholangiogramm oder "ERCP 11 ); oder 
durch direkte Inzision wahrend eines chirurgischen Eingriffs. 
Eine Untersuchung vor der Insertion, PTC, ERCP oder direkte 
Visualierung zum Zeitpunkt der Operation sollte allgemein vor- 
genommen werden, urn die geeignete Position fur Insertion der 
Endoprothese zu bestimmen. Ein Fuhrungsdraht wird dann durch 
die Lasion vorgeschoben und uber diesen wird ein Absetzkathe- 
ter gefiihrt, um zu erlauben, daS die Endoprothese in ihrer 
kollabierten Form inseriert wird. Wenn die diagnostische Un- 
tersuchung eine PTC war, wird der Fuhrungsdraht und der Ab- 
setzkatheter uber die Abdominalwand inseriert werden, wahrend 
wenn die ursprungliche Untersuchung ein ERCP war, die Endopro- 
these uber den Mund plaziert werden wird. Die Endoprothese 
wird dann unter radiologischer, endoskopischer oder direkter 
visueller Kontrolle positioniert, wobei besondere Sorgfalt 
verwendet wird, um sie prazise uber der Verengung im Gallen- 
gang zu plazieren. Der Absetzkatheter wird entfernt werden, 
wobei die Endoprothese als ein Gerust stehen bleibt, das den 
Gallengang of fen halt. Ein weiteres Cholangiogramm wird vorge- 
nommen werden, um zu dokumentieren, dafi die Endoprothese in 
geeigneter Weise positioniert ist. 

In noch einer weiteren Ausfiihrungsf orm der Erfindung werden 
Verfahren vorgesehen zum Eliminieren osophagealer Obstruktio- 
nen, die Inserieren einer osophagealen Endoprothese in den 
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Osophagus vorsehen, wobei die Endoprothese eine allgemein roh- 
renformige Struktur aufweist, die Oberflache der Struktur mit 
einer anti-angiogenen Zusammensetzung, wie oben beschrieben, 
beschichtet ist, so dafi die osophagale Obstruktion eliminiert 
wird. Kurz gesagt ist der Osophagus die Hohlrohre, die Nahrung 
und Flussigkeiten aus dem Mund zum Magen transport iert . Krebs 
des Osophagus oder Invasion durch Krebs, welcher in benachbar- 
ten Organen seinen Ursprung hat (z.B. Krebs des Magens oder 
der Lunge) , fuhrt zur Unfahigkeit, Nahrung oder Speichel zu 
schlucken. In dieser Aus fiihrungs form sollte eine Untersuchung 
vor Insertion, gewohlicherweise ein Schluck Barium oder Endo- 
skopie, allgemein vorgenommen werden, um die geeignete Posi- 
tion fur Insertion der Endoprothese zu bestimmen. Ein Katheter 
oder Endoskop kann dann durch den Mund positioniert werden und 
ein Fuhrungsdraht wird durch die Blockade vorgeschoben. Ein 
Endopro.thesen-Absetzkatheter wird uber den Fuhrungsdraht unter 
radiologischer oder endoskopischer Kontrolle geschoben und 
eine Endoprothese wird prazise uber die Verengung im Osophagus 
plaziert. Eine Untersuchung nach Insertion, gewohnlicherweise 
eine Rontgenaufnahme eines Schluckes Barium, kann verwendet 
werden, um geeignetes Posit ionieren zu bestimmen. 

In anderen Ausfuhrungsformen der Erf indung werden Verfahren 
vorgesehen zum Eliminieren trachealer/bronchialer Obstruktio- 
nen, die umfassen Inserieren einer trachealen/bronchialen En- 
doprothese in die Trachea oder die Bronchien, wobei die Endo- 
prothese eine im allgemeinen rohrenformige Struktur aufweist, 
ihre Struktur beschichtet ist mit einer anti-angiogenen Zusam- 
mensetzung, wie oben beschrieben, so daS die tracheale/bron- 
chiale Obstruktion eliminiert wird. Kurz gesagt sind die Tra- 
chea und die Bronchien Rohren, die Luft vom Mund oder der Nase 
zu den Lungen transporieren. Blockade der Trachea durch Krebs, 
Insertion von Krebs, der seinen Ursprung in benachbarten Orga- 
nen hat (z.B. Krebs der Lunge), oder Kollabieren der Trachea 
oder Bronchien aufgrund von Chondromalazie (Schwachen der 
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Knorpelspangen) fuhrt zur Unfahigkeit, zu atmen. In dieser 
Ausfuhrungsform der Erfindung sollte Untersuchung vor der In- 
sertion, gewohnlicherweise eine Endoskopie, vorgenommen wer- 
den, um die geeignete Position fur Insertion der Endoprothese 
zu bestimmen. Ein Katheter oder Endoskop wird dann durch den 
Mund positioniert und ein Fuhrungsdraht durch die Blockade 
vorgeschoben. Ein Absetzkatheter wird dann uber den Fuhrungs- 
draht vorgeschoben, urn zu erlauben, eine kollabierte Prothese 
zu inserieren. Die Endoprothese wird dann unter radiologischer 
oder endoskopischer Kontrolle inseriert, urn sie prazise uber 
der Verengung zu plazieren. Der Absetzkatheter kann dann ent- 
fernt werden und laSt die Endoprothese zuriick, die fur sich 
als Gerust steht. Eine Untersuchung nach Insertion, gewohnli- 
cherweie eine Bronchoskopie, kann verwendet werden, um geeig- 
netes Posit ionieren zu bestiramen. 

In einer anderen Ausfuhrungsform der Erf indung wird ein Ver- 
fahren vorgesehen zum Eliminieren urethraler Obstruktionen, 
welche umfassen Inserieren einer urethralen Endoprothese in 
eine Harnrohre, wobei die Endoprothese eine allgemein tubulare 
Struktur aufweist, die Oberflache der Struktur beschichtet ist 
mit einer anti-angiogenen Zusammensetzung, wie oben beschrie- 
ben, so da£ die urethrale Obstruktion eliminiert wird. Kurz 
gesagt ist die Harnrohre eine Rohre, die die Blase durch den 
Penis entleert. Extrinsisches Verengen der Harnrohre, wenn sie 
infolge Hypertrophic der Prostata durch die Prostata hindurch- 
fuhrt, tritt bei tatsachlich jedem Mann mit einem Alter uber 
60 auf und verursacht progressive Schwierigkeiten beim Harn- 
lassen. In dieser Ausfuhrungsform sollte eine Untersuchung vor 
der Insertion, gewohnlicherweise eine Endoskopie oder ein Ure- 
throgramm, im allgemeinen zuerst vorgenommen werden, um die 
geeignete Position fur Insertion der Endoprothese zu bestim- 
men, die uber dem externen HarnschlieSmuskel am unteren Ende 
ist, und schliefien, um mit dem Harnblasenhals am oberen Ende 
unter Wasser zu setzen. Ein Endoskop oder Katheter wird durch 
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die Penisoffnung eingefuhrt und ein Fuhrungsdraht in die Blase 
vorgeschoben. Ein Absetzkatheter wird dann uber den Fuhrungs- 
draht geschoben, urn Endoprotheseninsertion zu erlauben. Der 
Absetzkatheter wird dann entfernt und die Endoprothese an ih- 
rer Stelle expandiert. Eine Untersuchung auf Insertion, ge- 
wohnlicherweise Endoskopie und retrogrades Urethrograms, kann 
verwendet werden, urn geeignete Position zu bestatigen. 

In einer weiteren Ausfuhrungsform der Erfindung werden Verfah- 
ren vorgesehen zum Eliminieren vaskularer Obstruktionen, die 
umfassen Inserieren einer vaskularen Endoprothese in ein Blut- 
gefafi, wobei die Endoprothese eine allgemein rohrenf ormige 
Struktur aufweist, die Oberflache der Struktur mit einer anti- 
angiogenen Zusammensetzung, wie oben beschrieben, beschichtet 
ist, so daS die vaskulare Obstmktion eliminiert wird. Kurz 
gesagt konnen Endoprothesen in eine grofie Anzahl von Blutgefa- 
Sen, sowohl Arterien als auch Venen, plaziert werden, urn wie- 
derauftretende Stenose an der Stelle fehlgeschlagener Angio- 
plastiken zu verhindern, urn Verengungen zu behandeln, die 
wahrscheinlich versagen wurden, wenn mit Angioplastiken behan- 
delt, und urn post-operative Verengungen (z.B. Dialysetrans- 
plantat) zu behandeln, Typische Beispiele geeigneter Stellen 
schlieSen die ilialen, renalen und coronaren Arterien, die 
vena cava superior und in Dialysetransplantaten ein. In einer 
Ausfuhrungsform wird Angiographic zuerst vorgenommen, urn die 
Stelle zum Plazieren der Endoprothese zu lokalisieren. Dies 
wird typischerweise vorgenommen durch Injektion radioopaken 
Kontrastes durch einen Katheter, der durch eine Arterie oder 
Vene eingefuhrt wird, wenn eine Rontgenaufnahme gemacht wird. 
Der Katheter kann dann inseriert werden, entweder perkutan 
oder durch Chirurgie, in die Femoralarterie, Brachialarterie, 
Femoralvene oder Brachialvene , und in das geeignete BlutgefaS 
vorgeschoben werden, indem er durch das Vaskular system unter 
f luoroskopischer Fuhrung gesteuert wird. Eine Endoprothese 
kann dann uber die vaskulare Stenose posit ioniert werden. Ein 
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Angiogramm nach Insertion kann verwendet werden, um geeignetes 
Posit ionieren zu bestatigen. 

VERWENDUNG ANT I -ANGIOGENER ZUSAMMENSETZUNGEN 
IN CHIRURGI SCHEN EINGRIFFEN 

Wie oben festgehalten, konnen anti-angiogene Zusammensetzungen 
in einer grofien Vielzahl von chirurgischen Eingriffen verwen- 
det werden, Zum Beispiel konnen anti-angiogene Zusammensetzun- 
gen in einem Aspekt der Erfindung (in der Form von, beispiels- 
weise, eines Sprays oder Films) verwendet werden, um eine Fla- 
che zu beschichten oder zu bespruhen, vor Entfernung eines 
Tumors, um normales umgebendes Gewebe von malignem Gewebe zu 
isolieren und/oder die Verbreitung der Erkrankung auf umgeben- 
des Gewebe zu verhindern. In anderen Aspekten der vorliegenden 
Erfindung konnen anti-angiogene Zusammensetzungen (z.B. in der 
Form eines Sprays) via endoskopischer Eingriffe verabreicht 
werden, um Tumoren zu beschichten, oder Angiogenese an einer 
erwiinschten Stelle zu inhibieren. In noch einem anderen Aspekt 
der vorliegenden Erfindung konnen chirurgische Netze, die mit 
anti-angiogenen Zusammensetzungen der vorliegenden Erfindung 
beschichtet wurden, verwendet werden, in irgendwelchen Ein- 
griffen, worin ein chirurgisches Netz verwendet werden kann. 
Zum Beispiel kann in einer Ausfuhrungsf orm der Erfindung ein 
chirurgisches Netz, das mit einer anti-angiogenen Zusammenset- 
zung beladen ist, verwendet werden, wahrend Abdominalkrebsre- 
sektionschirurgie (z.B. nach Colonresektion) , um dem Gewebe 
eine Stutze zu liefern und eine Menge an anti-angiogenen Fak- 
toren f reizusetzen. 

In weiteren Aspekten der vorliegenden Erfindung werden Verfah- 
ren vorgesehen zum Behandeln von Tumorexzisionsstellen, die 
umfassen Verabreichen einer anti-angiogenen Zusammensetzung, 
wie oben beschrieben, zu den Resektionsrandern eines Tumors 
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nach Exzision, so dafi das ortliche Wiederauf treten von Krebs 
und die Bildung neuer Blutgefafie an der Stelle inhibiert wird. 
In einer Ausfuhrungsform der Erfindung wird/werden die anti- 
angiogene(n) Zusammensetzung (en) (oder anti-angiogenen Fak- 
tor(en)* alleine) direkt an die Tumorexzisionsstelle verab- 
reicht (z.B. aufgetragen durch Tupfen, Bursten oder anders 
geartetes Beschichten der Resektionsrander des Tumors mit 
der/den anti-angiogenen Zusammensetzung (en) oder Faktor(en)). 
Alternativ kann/kdnnen die anti-angiogenen Zusammensetzung (en) 
oder Faktor(en) eingebaut werden in bekannte chirurgische Pa- 
sten vor der Verabreichung. In besonders bevorzugten Ausfuh- 
rungsformen der Erfindung werden die anti-angiogenen Zusammen- 
setzungen nach hepatischer Resektion wegen Malignitat und nach 
neurochirurgischen Operationen angewandt. 

In einem Aspekt der vorliegenden Erfindung konnen die anti- 
angiogenen Zusammensetzungen (wie oben beschrieben) an den 
Resektionsrandern einer grofien Vielzahl von Tumoren verab- 
reicht werden, einschlieSlich z.B. Brust-, Cholon-, Hirn- und 
Lebertumoren . Zum Beispiel konnen in einer Ausf lihrungsf orm der 
Erfindung anti-angiogene Zusammensetzungen an die Stelle eines 
neurologischen Tumors nach Exzision verabreicht werden, so dafi 
die Bildung neuer Blutgefafie inhibiert wird. Kurz gesagt ist 
das Gehirn hochfunktional lokalisiert; d.h. jede spezifische 
anatomische Region ist spezialisiert, um eine spezifische 
Funktion auszufuhren. Deshalb ist die Stelle einer Hirnpatho- 
logie oft wichtiger als ihre Art. Eine relativ kleine Lasion 
in einer Schlusselregion kann viel schlimmer sein als eine 
viel groSere Lasion in einer weniger wichtigen Region. In ahn- 
licher Weise kann eine Lasion an der Oberflache des Hirns 
leicht chirurgisch entfernt werden, wahrend fur denselben Tu- 
mor, tief im Gehirn, lokalisiert, dies nicht moglich ist (man 
mufite zu viele vitale Strukturen durchschneiden, um ihn zu 
erreichen) . Sogar benigne Tumoren konnen auch aus mehreren 
Grunden gefahrlich sein: Sie konnen in einer Schlusselregion 
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wachsen und wesentlichen Schaden bedingen; selbst wenn sie 
durch chirurgische Resektion geheilt werden wurden, kann dies 
nicht moglich sein; und schliefilich, wenn sie nicht uberpruft 
werden, konnen sie zunehmenden intrakranialen Druck verursa- 
chen. Der Schadel ist ein umschlossener Raum, der nicht expan- 
dieren kann. Deshalb mu£, wenn etwas an einer Stelle wachst, 
etwas anderes an einer anderen Stelle komprimiert werden; das 
Ergebnis ist erhohter Druck im Schadel oder erhohter intrakra- 
nialer Druck. Wenn ein solcher Zustand unbehandelt bleibt, 
konnen vitale Strukturen komprimiert werden, was zum Tode 
fuhrt. Das Auftreten von CNS (zentrales Nervensystem) -Maligni- 
taten betragt 8 bis 10 pro 100,000. Die Prognose primarer Ma- 
lignitaten des Gehirns ist mit einen mittleren Uberleben von 
weniger als einem Jahr bedruckend, selbst nach chirurgischer 
Resektion. Diese Tumoren, besonders Glioma, sind vorherrschend 
eine lokale Erkrankung, die innerhalb von 2 cm des ursprung- 
lichen Erkrankungsherdes nach chirurgischer Entfernung wieder- 
auf treten. 

Typische Beispiele von Gehirntumoren, die behandelt werden 
konnen unter Verwendung der Zusammensetzungen und Verfahren, 
wie hierin beschrieben, schlieSen gliale Tumore (wie anapla- 
stisches Astrocytom, multiformes Glioblastom, pilocytisches 
Astrocytom, Oligodendrogliom, Ependymom, myxopapil lares Epen- 
dymom, Subependymom, Adergef lecht-Papillom) ; neuronal e Tumoren 
(z.B. Neuroblastom, Ganglioneuroblastom, Ganglioneurom und 
Medulloblastom) ; Epiphys en- Tumoren (z.B. Pineoblastom und Pi- 
neocytom) ; meningeale Tumoren (z.B. Meningiom, meningeales 
Hamangioperiocytom; meningiales Sarkom) ; Tumoren von Nerven- 
scheidenzellen (z.B. Schwannom (Neurolemmom) und Neurof ibrom) ; 
Lymphome (z.B. Hodgkin ' s - und Non-Hodgkin ' s - Lymphom ( ein- 
schlieSlich vieler Subtypen, sowohl primare als auch sekunda- 
re) ; malformative Tumore (z.B. Craniopharyngiom, epidermoide 
Zysten, dermoide Zysten und colloide Zysten) ; und metastati- 
sche Tumoren, die tatsachlich von einem jeden Tumor abgeleitet 
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sein konnen, wobei die am haufigsten auftretenden von Lungen-, 
Brust-, Melanom-, Nierentumoren und Tumoren des Gastrointesti- 
naltraktes stammen) . 

ANDERE THERAPEUT I S CHE VERWENDUNGEN VON 
ANT I -ANGIOGENEN ZUSAMMENSETZUNGEN 

Zusatzlich zu Tumoren konnen viele andere nicht-tumorbildende 
Angiogenese-abhangige Erkrankungen, die durch abnormales 
Wachstum von BlutgefaSen gekennzeichnet sind, auch mit den 
anti-angiogenen Zusammensetzungen, oder anti-angiogenen Fakto- 
ren der vorliegenden Erfindung behandelt werden. Typische Bei- 
spiele solcher nicht-tumorbildenden Angiogenese-abhangigen Er- 
krankungen schlieSen corneale Neovaskularisierung, hypertrophe 
Narben und Keloide, proliferative diabetische Retinopathie, 
rheumatoide Arthritis, arteriovenose Mifibildungen (oben dis- 
kutiert) , atherosklerotische Plaques, verzogerte Wundheilung, 
hamophile Gelenke, nicht geheilte Briiche, Osier- Weber- Syndrom, 
Psoriasis, pyogenes Granulom, Scleroderma, Trakoma, Menorrha- 
gie (oben diskutiert) und vaskulare Adhasionen ein. 

Insbesondere in einem Aspekt der vorliegenden Erfindung sind 
Verfahren vorgesehen zum Behandeln cornealer Neovaskularisie- 
rung (einschliefilich Neovaskularisierung von cornealem Gewe- 
be) , welches die Schritte umfafit Verabreichen einer therapeu- 
tisch wirksamen Menge einer anti-angiogenen Zusammensetzung 
(wie oben beschrieben) zur Cornea, so dafi die Bildung von 
BlutgefaSen inhibiert wird. Kurz gesagt ist die Cornea ein 
Gewebe/ dem normalerweise Blutgefafie fehlen. In bestimmten 
pathologischen Zustanden jedoch konnen sich Kapillaren in die 
Cornea aus dem pericornealen vaskularen Plexus des Limbus in 
die Cornea hineinerstrecken. Wenn die Cornea vaskularisiert 
wird, wird sie auch trube werden, was zu einer Verringerung 
der visuellen Scharfe des Patienten fuhrt. Vollstandiger Ver- 
lust der Sehkraft tritt ein, wenn die Cornea vollstandig ein- 



- 45 - 



trfibt. 

BlutgefaSe konnen in die Cornea in einer Vielzahl von Mustern 
und Tiefen eindringen, abhangig vom ProzeS, der die Neovasku- 
larisierung anregt. Diese Muster sind traditionell von Augen- 
arzten definiert worden in folgende Typen: Pannus trachomato- 
sus, Pannus leprosus, Pannus phylctenulosus, Pannus degenera- 
tivus und glaukomatdser Pannus. Das corneale Stroma kann auch 
durch Zweige der vorderen Ciliararterie invadiert werden (ge- 
nannt interstitielle Vaskularisierung) , was verschiedene di- 
stinkte klinische Lasionen verursacht: terminale Schlaufen, 
ein "Besen-ahnliches" -Muster, eine Doldenform, eine Netz-Form, 
interstitielle Arkaden (von episkleralen GefaSen) und aberran- 
te unregelmafiige GefaSe. 

Eine grofie Breite von Erkrankungen kann zu cornealer Neovasku- 
larisierung fiihren, einschlieSlich z.B. corneale Infektionen 
(z.B. Trachoma, Herpex simplex-Keratitis, Leishmaniasis und 
Onchocerciasis), immunologische Prozesse (z.B. GewebeabstoSung 
und Stevens -Johnson's- Syndrom) f Alkaliverbrennungen, Trauma, 
Entzundung (von beliebiger Ursache) , toxische und Mangelernah- 
rungszustande und als eine Komplikation des Tragens von Kon- 
taktlinsen. 

Wahrend die Ursache von cornealer Neovaskularisierung variie- 
ren kann, ist die Antwort der Cornea auf den plotzlich einset- 
zenden Krankheitszustand und das nachfolgende vaskulare Ein- 
wachsen ahnlich, unabhangig von der Ursache. Kurzgesagt 
scheint die Stelle der Verletzung von Bedeutung, da nur jene 
Lasionen eine angiogene Antwort hervorrufen, die in einer kri- 
tischen Entfernung des Limbus befindlich sind. Dies beruht 
wahrscheinlich auf der Tatsache, daS die angiogenen Faktoren, 
die fur Hervorrufen der vaskularen Invasion verantwortlich 
sind, an der Stelle der L&sion erzeugt werden und zu der Stel- 
le des nachsten BlutgefaBes (dem Limbus) diffundieren mussen, 
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urn ihre Wirkung auszmiben. In einer bestimmten Entfernung vom 
Limbus ware dies nicht langer moglich und das limbische Endo- 
thelium wurde nicht induziert werden, urn in die Cornea einzu- 
wachsen. Verschiedene angiogene Faktoren sind wahrscheinlich 
in diesem ProzeS involviert, von denen viele Produkte der Ent- 
zundungsreaktion sind. In der Tat scheint Neovaskularisierung 
der Cornea nur in Verbindung mit einem inf larnmatorischen Zel- 
linfiltrat aufzutreten und der Umfang von Angiogenese ist pro- 
portional dem Umfang der Entzundungsreaktion. Corneales Odem 
erleichtert weiter ein Einwachsen von BlutgefaSen durch Lok- 
kern des Rahmenwerks des cornealen Stromas und Liefern eines 
Weges des "geringsten Widerstandes" durch den die Kapillaren 
wachsen konnen. 

Nach der anfanglichen Entzundungsreaktion erfolgt kapillares 
Wachstum in die Cornea in derselben Weise, wie es in anderen 
Geweben erfolgt. Die normalerweise verborgenen Endothelzellen 
der limbischen Kapillaren und Venolen werden stimuliert, urn 
sich zu teilen und zu wandern. Die Endothelzellen weisen weg 
von ihren Ursprungsgef aSen, verdauen die umgebende Basalmem- 
bran und das Gewebe, durch das sie reisen, und wandern zu der 
Quelle des angiogenen Stimulus. Die blindendigen Aussprossun- 
gen erreichen ein Lumen und anastomosieren zusammen, urn Kapil- 
larschlaufen zu bilden. Das Endergebnis ist der Aufbau eines 
vaskularen Plexus im cornealen Stroma. 

Ant i- angiogene Zusammensetzungen der vorliegenden Erfindung 
sind hilfreich beim Blockieren der stimulatorischen Wirkungen 
von Angiogenese-Promotoren, Reduzieren endothelialer Zelltei- 
lung, Verringern endothelialer Zellmigration und Verleihen der 
Aktivitat der proteolytischen Enzyme, die durch das Endothel 
sekretiert werden. 

In besonders bevorzugten Ausfuhrungsformen der Erfindung kann 
ein anti-angiogener Faktor hergestellt werden fur topische 
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Verabreichung in Saline (kombiniert mit irgendeinem der Kon- 
servierungsmittel und antimikrobiellen Agenzien, die gewohn- 
lich in okularen Praparaten verwendet werden) , und in Augen- 
tropfenform verabreicht werden. Die anti-angiogene Faktor-L6- 
sung kann verwendet werden in ihrer reinen Form und mehrmals 
taglich verabreicht werden. Alternativ konnen anti-angiogene 
Zusammensetzungen, hergestellt wie oben beschrieben, auch di- 
rekt auf die Cornea aufgetragen werden. In bevorzugten Ausfuh- 
rungsformen wird die anti-angiogene Zusammensetzung herge- 
stellt mit einem muco-adhasiven Polymer, das an die Cornea 
bindet. In weiteren Ausfuhrungsformen konnen die anti-angioge- 
nen Faktoren oder anti-angiogenen Zusammensetzungen verwendet 
werden zusatzlich zur herkommlichen Steroidtherapie . 

Topische Therapie kann prophylaktisch hilfreich sein bei cor- 
nealen Lasionen, die dafur bekannt sind, dafi sie eine groSe 
Wahrscheinlichkeit aufweisen, eine angiogene Antwort (wie che- 
mische Verbrennungen) zu induzieren. In diesen Fallen kann die 
Behandlung, wahrscheinlich in Kombination mit Steroiden, un- 
mittelbar eingestellt werden, urn zu helfen, nachfolgende Kom- 
plikationen zu vermeiden. 

In anderen Ausfuhrungsformen kann die oben beschriebene anti- 
angiogene Zusammensetzung direkt in das corneale Stroma durch 
einen Augenarzt unter mikroskopischer Fuhrung injiziert wer- 
den. Die bevorzugte Injektionsstelle kann variieren mit der 
Morphologie der einzelnen Las ion, aber das Ziel der Verabrei- 
chung ware, die Zusammensetzung an der f ortschreitenden Form 
der Vaskulatur zu plazieren (d.h. eingestreut) zwischen den 
Blutgef afien und der normalen Cornea) . In den meisten Fallen 
wurde dies perilimbische corneale Injektion umfassen, um die 
Cornea vor den fortschreitenden Blutgef&Sen zu "schutzen" . 
Dieses Verfahren kann auch kurz nach einer Corneaverletzung 
verwendet werden, um prophylaktisch corneale Neovaskularisie- 
rung zu verhindern. In dieser Situation sollte das Material in 
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die perilimbische Cornea injiziert werden, eingestreut zwi- 
schen der cornealen Lasion und ihrer unerwunschten litnbischen 
Blutversorgung . Solche Verfahren konnen verwendet werden in 
einer ahnlichen Weise, urn Kapillarinvasion von transplantier- 
ten Corneen zu verhindern. In einer Freisetzungsform, die an- 
haltend freisetzt, konnten Injektionen nur 2 bis 3 mal pro 
Jahr erforderlich sein. Ein Steroid konnte auch zu der Injek- 
tionslosung hinzugefugt werden, um Entzundung, die aus der 
Injektion selbst herruhrt, zu verringern. 

In einem anderen Aspekt der vorliegenden Erfindung sind Ver- 
fahren vorgesehen zum Behandeln von hypertrophen Narben und 
Keloiden, welches die Schritte umfafct Verabreichen einer der 
oben beschriebenen anti-angiogenen Zusammensetzungen zu einer 
hypertrophen Narbe oder Keloid. 

Kurz gesagt erfolgt Heilung von Wunden und Narbenbildung in 
drei Phasen: Entzundung, Proliferation und Reifung. Die erste 
Phase, Entzundung, erfolgt in Antwort auf eine Verletzung, die 
schwer genug ist, um die Haut zu durchbrechen. Wahrend dieser 
Phase, die 3 bis 4 Tage dauert, bilden Blut und Gewebef lussig- 
keit ein adhasives Koagulum und f ibrinoses Netzwerk, welches 
dazu dient, die Wundoberf lachen zusammenzubinden. Dem folgt 
dann eine proliferative Phase, in der Einwachsen von Kapilla- 
ren und Bindegewebe von den Wundkanten erfolgt und SchlieSen 
des Hautdefektes. SchlieSlich, nachdem kapillare und fibrobla- 
stische Proliferation aufgehort hat, beginnt der Reifungspro- 
zefi, wobei die Narbe kontrahiert und weniger zellular, weniger 
vaskular und flach und weiS erscheint. Die letzte Phase kann 
zwischen 6 und 12 Monaten dauern. 

Wenn zuviel Bindegewebe produziert wird und die Wunde persi- 
stent zellular bleibt, kann die Narbe rot und erhoht werden. 
Wenn die Narbe innerhalb der Grenzen der ursprunglichen Wunde 
bleibt, wird sie als eine hypertrophe Narbe bezeichnet, aber 
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wenn sie sich jenseits der ursprunglichen Narbe und in das 
umgebende Gewebe erstreckt, wird die Lasion als Keloid be- 
zeichnet . Hypertrophe Narben und Keloide werden wahrend der 
zweiten und dritten Phase der Narbenbildung produziert. Mehre- 
re Wunden neigen besonders zu exzessiver endothelialer und 
f ibroblastischer Proliferation, einschliefilich Verbrennungen 7 
offenen Wunden und infizierte Wunden. Bei hypertrophen Narben 
erfolgt ein MaS an Reifung und gradueller Verbesserung. Im 
Falle von Keloiden jedoch wird ein wirklicher Tumor produ- 
ziert, der ziemlich groS werden kann. Spontane Verbesserung in 
solchen Fallen erfolgt selten. 

Deshalb werden in einer Ausfuhrungsform der vorliegenden Er- 
findung entweder anti-angiogene Faktoren alleine, oder anti- 
angiogene Zusammensetzungen, wie oben beschrieben, direkt in 
eine hypertrophe Narbe oder Keloid injiziert, um Progression 
dieser Lasionen zu verhindern. Die Injektionsf requenz wird 
abhangen von den Freisetzungskinetiken des verwendeten Poly- 
mers (falls vorhanden) und der klinischen Antwort. Diese The- 
rapie ist besonders wertvoll bei einer prophylaktischen Be- 
handlung von Zustanden, die dafur bekannt sind, daS sie zur 
Entwicklung von hypertrophen Narben und Keloiden fuhren (z.B. 
Verbrennungen) und wird vorzugsweise initiiert, nachdem die 
proliferative Phase Zeit hatte, zu progressieren (etwa 14 Tage 
nach der anf anglichen Verletzung) , aber vor der Entwicklung 
von hypertropher Narbe oder Keloid. 

In einem weiteren Aspekt der vorliegenden Erfindung werden 
Verfahren vorgesehen zum Behandeln von neovaskularem Glaukom, 
welches die Schritte umfaSt Verabreichen einer therapeutisch 
wirksamen Menge einer anti-angiogenen Zusammensetzung zum Au- 
ge, so daS die Bildung von BlutgefaSen inhibiert wird. 

Kurz gesagt ist neovaskulares Glaukom ein pathologischer Zu- 
stand, wo sich neue Kapillaren in der Iris des Auges entwic- 
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keln. Die Angiogenese stammt urspriinglich aus GefaSen, die am 
Pupillenrand lokalisiert sind und schreitet uber die Wurzel 
der Iris in das Trabekelnetzwerk fort. Fibroblasten und andere 
Bindegewebselemente sind mit dem Kapillarwachstum verbunden 
und eine f ibrovaskulare Membran entwickelt sich, die sich uber 
die vordere Oberflache der Iris ausbreitet. SchlieSlich er- 
reicht dieses Gewebe den vorderen Kammerwinkel, wo es 
Verwachsungen bildet. Diese Verwachsungen wiederum vereinigen 
sich, vernarben und kontrahieren, urn letztendlich den vorderen 
Kammerwinkel zu verschlieSen. Die Narbenbildung verhindert 
adaquaten Abf luS von wassrigem Humor durch den Winkel und in 
das Trabekelnetzwerk, was zu einem Anstieg des intraokularen 
Drucks fiihrt, der zur Blindheit ftihren kann. 

Neovaskulares Glaukom tritt im allgemeinen als eine Komplika- 
tion von Erkrankungen auf , bei denen retinale Ischamie vor- 
herrschend ist. Insbesondere haben ein Drittel der Patienten 
mit dieser Erkrankung diabetische Retinopathie und 28 % Okklu- 
sion der zentralen retinalen Vene. Andere Ursachen schlieSen 
chronische retinale Ablosung, Endstadium-Glaukom, obstruktive 
Erkrankung der Carotidarterie, retrolentale Fibroplasie, Si- 
chelzellenanamie, intraokulare Tumoren xind cavernose Carotid- 
fisteln ein. In diesen fruhen Phasen kann neovaslculares Glau- 
kom durch Spaltlampen-Biomikroskopie bei grofier VergroSerung 
diagnostiziert werden, wo sie kleine, dilatierte, disorgani- 
sierte Kapillaren (die Fluorescein freisetzen) auf der Ober- 
flache der Iris enthullt. Spater zeigt Gonioskopie progressive 
Obliteration des vorderen Kammerwinkels durch f ibrovaskulare 
Ligamente. Wahrend der vordere Kammerwinkel noch of fen ist r 
konnen die konservativen Therapien hilfreich sein. Wenn sich 
jedoch der Winkel schlieSt, bedarf es eines operativen Ein- 
griffs, urn den Druck zu vermindern. Deshalb konnen in einer 
Aus fuhrungs form der vorliegenden Erfindung anti-angiogene Fak- 
toren (entweder alleine oder in einer anti-angiogenen Zusam- 
mensetzung, wie oben beschrieben) topisch dem Auge verabreicht 
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werden, urn fruhe Formen neovaskularen Glaukoms zu behandeln. 

In anderen Ausfuhrnngs formen der Erfindung konnen anti-angio- 
genen Zusammensetzungen durch Injektion der Zusammensetzung in 
die Region des vorderen Kammerwinkels implant iert werden. Dies 
sieht eine anhaltende lokalisierte Erhohung von anti-angioge- 
nem Faktor vor und verhindert Wachstum des BlutgefaSes in die 
Region.- Implantierte oder injizierte anti-angiogene Zusammen- 
setzungen, die zwischen den vorgeruckten Kapillaren der Iris 
und dem vorderen Kammerwinkel plaziert sind, konnen den offe- 
nen Winkel gegen Neovaskularisieren "verteidigen" . Da Kapilla- 
ren nicht innerhalb eines wesentlichen Radiuses der ant i -an- 
giogenen Zusammensetzung wachsen werden, konnte die Durchgan- 
gigkeit des Winkels auf rechterhalten werden. In anderen Aus- 
fuhrungsformen kann die anti-angiogene Zusammensetzung auch an 
eine Stelle plaziert werden, so daS der anti-angiogene Faktor 
kontinuierlich in den wassrige Humor freigesetzt wird. Dies 
wurde die Konzentration an anti-angiogenen Faktor im Humor 
erhohen, der wiederum die Oberflache der Iris und ihre unnor- 
malen Kapillaren badet, wodurch ein weiterer Mechanismus vor- 
gesehen wird, mittels dessen das Medikament appliziert wird. 
Diese therapeutischen Modalitaten konnen auch prophylaktisch 
und in Verbindung mit existierenden Behandlungen hilfreich 
sein. 

In einem weiteren Aspekt der vorliegenden Erfindung sind Ver- 
fahren vorgesehen zum Behandeln prolif erativer diabetischer 
Retinopatie, welche den Schritt umfassen Verabreichen einer 
therapeutisch wirksamen Menge einer anti-angiogenen Zusammen- 
setzung zu den Augen, so daS die Bildung von BlutgefaSen inhi- 
biert wird. 

Kurz gesagt glaubt man, daS die Pathologie diabetischer Reti- 
nopathie Shnlich ist der oben fur neovaskulares Glaukom be- 
schriebenen. Insbesondere glaubt man, daS diabetische Hinter- 
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grundretinopathie in proliferative diabetische Retinopathie 
unter dem EinfluS retinaler Hypoxie konvertiert. Allgemein 
sprofit neovaskulares Gewebe vom optischen Nerv (gewohnlicher- 
weise innerhalb 10 ram von der Kante) und von der Oberf lache 
der Retina in Regionen, wo Gewebeper fusion gering ist. Anfang- 
lich wachsen die Kapillaren zwischen der inneren limitierenden 
Menibran der Retina und der hinteren Glaskorperf lache . SchlieS- 
lich wachsen die Gefafie in den Glaskorper und durch die innere 
limit ierende Membran. Wenn der Glaskorper kontrahiert wird Zug 
auf die GefaSe ausgeiibt, was oft dazu fuhrt, dafi die Blutgefa- 
fie geschert werden und der Glaskorper infolge Hamorrhagie er- 
blindet. Fibroses Ziehen vom Vernarben in der Retina kann auch 
retinale Ablosung hervorruf en. 

Die herkommliche Therapie der Wahl ist panretinale Photokoagu- 
lation, um retinales Gewebe zu verringern und dadurch den re- 
tinalen Sauerstof fbedarf zu verringern. Obwohl anfangs wirksam 
gibt es eine hohe Ruckfallrate mit neuen Lasionen, die sich in 
anderen Teilen der Retina bilden. Komplikationen dieser Thera- 
pie schlieSen eine Verringerung der peripheren Sicht von bis 
zu 50 % der Patienten, mechanische Abrasionen der Cornea, La- 
ser-induzierte Kataraktbildung, akutes Glaukom und Stimulieren 
subretlnalen neovaskularen Wachstums (was zum Verlust des Se- 
hens fuhren kann) ein. Als ein Ergebnis wird diese Prozedur 
nur vorgenommen, wenn verschiedene Risikof aktoren vorliegen 
und das Verhaltnis Risiko zu Nutzen klar zu Gunsten des Ein- 
griffs ist. 

Deshalb kann in einer besonderen Ausfuhrungsform der vorlie- 
genden Erfindung proliferative diabetische Retinopathie behan- 
delt werden durch Injektion eines anti-angiogenen Faktors/an- 
ti-angiogenen Faktoren (oder anti-angiogener Zusammensetzung) 
in den wassrigen Humor oder den Glaskorper, um die ortliche 
Konzentration von anti-angiogenem Faktor in der Retina zu er- 
hohen. Vorzugsweise sollte diese Behandlung vor der Ausbildung 
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einer schweren Erkrankung, die Photocoagulation notig macht, 
begonnen werden. In anderen Ausfiihrungsformen der Erfindung 
konnen Arterien, die die neovaskularen Lasionen versorgen, em- 
bolisiert werden (unter Verwendung von anti-angiogenen Zusam- 
mensetzungen, wie oben beschrieben) . 

In einem anderen Aspekt der vorliegenden Erfindung sind Ver- 
fahren vorgesehen zum Behandeln retrolentaler Fibroblasie, 
welche den Schritt umfassen Verabreichen einer therapeutisch 
wirksamen Menge eines anti-angiogenen Faktors (oder anti-an- 
giogener Zusammensetzung) zum Auge, so daS die Bildung von 
BlutgefaSen inhibiert wird. 

Kurz gesagt ist retrolentale Fibroblasie ein Zustand, der bei 
Friihgeborenen auftritt, die Sauerstof ftherapie erhalten. Die 
periphere retinale Vaskulatur, insbesondere auf der temporalen 
Seite wird nicht vollstandig bis zum Ende des fotalen Lebens 
ausgebildet werden. Man glaubt, da£ exzessiver Sauerstof f 
(selbst Spiegel, die im Wortsinn physiologisch waren) und die 
Bildung von freien Sauerstof fradikal en wichtig ist dafur, die 
Blutgefafie der unreifen Retina zu schadigen. Diese GefaSe Zie- 
hen sich zusammen und werden bei Sauerstof f exposition struk- 
turell obliterieren. Als ein Ergebnis unterbleibt die Vaskula- 
risierung der peripheren Retina und daraus ergibt sich retina- 
le Ischamie. In Reaktion auf die Ischamie wird Neovaskulari- 
sierung induziert an der Ubergangss telle der normalen zu 
ischamischen Retina. 

In 75 % der Falle bilden sich diese GefaSe spontan zuruck. In 
den verbleibenden 25 % jedoch besteht fortgesetzt kapillares 
Wachstum, Kontraktion der f ibrovaskularen Komponente und Trak- 
tion auf beiden Seiten der GefaSe und der Retina. Das fuhrt zu 
Glaskorperhamorrhagie und/oder retinaler Ablosung, die zu 
Blindheit fuhren kann. Neovaskulares WinkelverschluSglaxikom 
ist auch eine Komplikation dieses Zustands. 
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Da es oft unmoglich ist zu bestimmen, welche Falle spontan 
abheilen werden und welche zur Schwere progress ieren werden, 
wird im allgemeinen herkommliche Therapie (d.h. Chirurgie) nur 
bei Patienten begonnen mit etablierter Erkrankung und einer 
gut entwickelten Pathologie. Dieser "Abwarten und Nachsehen 11 - 
Ansatz schlieSt fruhe Intervention aus und erlaubt die Pro- 
gression der Krankheit in den 25 %, die einem komplizierten 
Verlauf folgen. Deshalb kann in einer Aus fiihrungs form der Er- 
findung topische Verabreichung eines anti-angiogenen Faktors 
(oder anti-angiogener Zusammensetzung, wie oben beschrieben) 
erreicht werden bei Kleinkindern, die ein hohes Risiko tragen 
diesen Zustand zu entwickeln in einem Versuch, das Auftreten 
von Progression retrolentaler Fibroblasie herabzusetzen. In 
weiteren Aus fiihrungs formen konnen intravitrose Injektionen 
und/oder intraokulare Implantate einer anti-angiogenen Zusam- 
mensetzung verwendet werden. Solche Verfahren sind besonders 
bevorzugt in Fallen etablierter Erkrankung, urn die Notwendig- 
keit einer Operation zu verringern. 

In einem anderen Aspekt der vorliegenden Erf indung sind Ver- 
fahren vorgesehen zum Behandeln rheumatoider Arthritis, welche 
den Schritt umfassen Verabreichen einer therapeutisch wirksa- 
men Menge einer anti-angiogenen Zusammensetzung zu einem Ge- 
lenk, so daS die Bildung von BlutgefaSen inhibiert wird. 

Kurz gesagt beruht der Gelenkschaden bei rheumatoider Arthri- 
tis auf einer Kombination von Entzundungen (einschliefilich 
weiSer Blutzellen und Produkten von weiiSen Blutzellen) und 
Entwicklung von Pannusgewebe (ein Gewebe, das aus neovaskula- 
rem Gewebe, Bindegewebe und entzundlichen Zellen zusammenge- 
setzt ist) . Allgemein ist chronische Entzundung selbst nicht 
ausreichend, um dazu zu fuhren, die Gelenkoberf lache zu be- 
schadigen, aber ein andauernder Mangel wird erzeugt, wenn ein- 
mal fibrovaskulares Gewebe das Knorpelgewebe verdaut. 
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In einer bevorzugten Ausfuhrungsform der Erfindung konnen an- 
ti-angiogene Faktoren (einschliefilich anti-angiogener Zusam- 
mensetzungen, wie oben beschrieben) verabreicht werden durch 
intraartikulare Injektion als eine chirurgische Paste oder als 
ein orales Agens (z.B. den anti-angiogenen Faktor Thalidomid 
enthaltend) , urn die Bildung von BlutgefaSen im Gelenk zu inhi- 
bieren. Andere typische Beispiele eines derartigen Verfahrens 
wird de.taillierter unten in Beispiel 19 ausgef uhrt . 

Wie oben f estgehalten, sind in einem noch weiteren Aspekt der 
vorliegenden Erfindung Vaskulartransplantate vorgesehen, die 
eine synthetische Rohre umfassen, deren Oberflache mit einer 
anti-angiogenen Zusammensetzung, wie oben beschrieben, umfas- 
sen. Kurz gesagt sind Vaskulartransplantate synthetische Roh- 
ren, gewdhnlich hergestellt aus Dacron oder Gortex, chirur- 
gisch inseriert, um arterielle Blockaden zu umgehen, am hau- 
f igsten von der Aorta zur Femoralarterie oder von der Femora- 
larterie zur poplitealen Arterie. Ein Hauptproblem, welches 
besonders f emorale-popliteale Bypasstransplantat verkompli- 
ziert, ist die Bildung einer subendothelialen narbenahnlichen 
Reaktion in der Blutgef aSwand, als neointimale Hyperplasie 
bezeichnet, welche das Lumen im und benachbart zu einem jeden 
Ende des Transplantates verengt, und das progressiv sein kann. 
Ein Transplantat/ das mit anti-angiogenen Faktoren (oder anti- 
angiogenen Zusammensetzungen, wie oben beschrieben) , beschich- 
tet ist, oder diese enthalt, kann verwendet werden, um die 
Bildung neointimaler Hyperplasie an einem jeden Ende des 
Transplantates zu beschranken. Das Transplantat kann dann 
chirurgisch durch herkommliche Bypass -Techniken plaziert wer- 
den. 

Anti-angiogene Zusammensetzungen der vorliegenden Erfindung 
konnen auch verwendet werden in einer Vielzahl anderer Weisen. 
Zum Beispiel konnen sie in chirurgische Nahte eingebaut wer- 
den, um Stichgranuloma zu verhindern, in den Uterus implan- 
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tiert werden (in derselben Weise wie ein IUD) fur die Behand- 
lung von Menorrhagie oder als eine Form der Geburtenkontrolle 
bei der Frau verabreicht werden als entweder eine peritoneale 
Lavage-Flussigkeit oder fur peritoneale Implantation bei der 
Behandlung von Endometriose, angehangt werden an einen mono- 
klonalen Antikorper, der gegen aktivierte Endothelial zellen 
gerichtet ist, als eine Form systemischer Chemotherapie, oder 
verwendet werden bei diagnostischer Bilddarstellung, wenn an 
einen radioaktiv markierten monoklonalen Antikorper angehangt, 
der aktivierte Endothelialzellen erkennt. 

Die folgenden Beispiele sind zu Zwecken der Illustration und 
nicht der Beschrankung angefuhrt. 

BEISPIELE 

BEISPIEL 1 

HERSTELLUNG EINES ANT I - INVAS I VEN FAKTORS 

Der Schultergurtel und der Schadel von einem Hundshai wird 
herausgeschnitten, dann mit einem Skalpell abgeschabt, urn alle 
Muskeln und assoziiertes Bindegewebe vom Knorpel abzuschaben. 
Der Knorpel wird dann mit einer Gewebemuhle homogenisiert und 
durch kontinuierliches Riihren bei Raumtemperatur fur 2 bis 5 
Tage in einer Losung, die 2,0 M Guanidiumhydrochlorid und 0,02 
M MES bei pH 6,0 enthalt, extrahiert. 

Nach 2 bis 5 Tagen wird der Knorpelextrakt durch Gazenetz ge- 
geben, urn die groSeren Bestandteile zu entfernen. Das Filtrat 
wird dann durch eine Amicon-Ultraf iltrationseinheit gegeben, 
die spiralgewiindene Kartuschen, mit einem Molekulargewichts- 
ausschluS von 100.000 verwendet. Das Filtrat (das Proteine mit 
einem Molekulargewicht von weniger als 100.000 Dalton enthalt) 
wird dann gegen 0,02 M MES-Puffer (pH 6) mit einer Amicon-Ul- 
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traf iltrationeinheit dialysiert, die Proteine mit einem Mole- 
kulargewicht groSer als 3.000 Dal ton zuruckhalt. Unter Verwen- 
dung dieses Verfahrens werden Proteine und Bestandteile mit 
geringem Molekulargewicht entfernt, ebenso wie uberschussige 
Mengen an Guanidium-HCl . Das Dialysat wird konzentriert auf 
eine Endkonzentration von 9 mg/ml. 

BEISPIEL 2 

ANALYSE VERS CHI EDENER AGENZIEN FUR ANT I -ANGIOGENE AKTIVITAT 

A. Huhnchen-Chorioallantois-Mem bran ( "CAM 11 ) -Tests 

Bef ruchtete Embryos von Haushuhnchen wurden ftir 3 Tage vor 
schalenloser Kultivierung inkubiert. In dieser Prozedur werden 
die Eiinhalte geleert, indem die urn den Luftraum angeordnete 
Schale entfernt wurde v Die innere Schalenmembran wurde dann 
abgetrennt und das gegenuberliegende Ende der Schale perfor- 
iert, urn zu erlauben, daS die Inhalte des Eis vorsichtig aus 
dem glattgemachten Ende herausgleiten. Die Eiinhalte wurden in 
sterilisierte Glasschusseln mit Rundboden entleert und mit 
Petrischalenabdeckungen abgedeckt. Diese wurden dann in einen 
Inkubator bei 90 % relativer Feuchte und 3 % C0 2 gegeben und 
fur 3 Tage inkubiert. 

Taxol (Sigma, St. Louis, MI) wurde gemischt bei Konzentration 
von 1, 5, 10, 30 fig pro 10 /xl Aliquot von 0,5 % wassriger Me- 
thylcellulose. Da Taxol in Wasser unloslich ist, wurden Glas- 
kugelchen verwendet, urn feine Partikel herzustellen. 10 /zl- 
Aliquots dieser Losung wurden auf Parafilm fur 1 Stunde ge- 
trocknet und bildeten Scheiben mit 2 mm Durchmesser . Die ge- 
trockneten, Taxol enthaltenden Scheiben wurden dann vorsichtig 
auf das wachsende Ende von einer jeden CAM am Tage 6 der Inku- 
bation gegeben. Kontrollen wurden erhalten, indem Taxol -freie 
Methylcellulose-Scheiben auf die CAMs uber denselben Zeitver- 
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lauf plaziert wurden. Nach zweitatiger Exposition (Tag 8 der 
Inkubation) wurde die Vaskulatur mit Hilfe eines Stereomikro- 
skops untersucht. Liposyn II, eine weifie opake Losung, wurde 
in die CAM injiziert, urn die Sichtbarkeit der vaskularen De- 
tails zu erhohen. Die Vaskulatur von ungefarbten, lebenden 
Embryos wurde bildlich dargestellt unter Verwendung eines 
Stereomikroskops von Zeiss, das an eine Videokamera ange- 
schlossen war (Dage-MTI Inc., Michigan City, IN). Diese Video- 
signale wurden dann bei 160-facher VergroSerung gezeigt und 
unter Verwendung eines Bildanalysesystems (Vidas, Kontron; Et- 
ching, Germany) eingefangen. Bildnegative wurden dann auf ei- 
nem Graf ikrekorder erstellt (Modell 3000; Matrix Instruments, 
Orangeburg, NY) . 

Die Membranen des 8 Tage alten schalenlosen Embryos wurden mit 
2 % Glutaraldehyd in 0,1 M Na-Cacodylatpuf fer geflutet; zu- 
satzliches 'Fixiermittel wurde unter die CAM injiziert. Nach 10 
Minuten in situ wurde die CAM entfernt und in frisches Fixier- 
mittel fur 2 Stunden bei Raumtemperatur gegeben. Das Gewebe 
wurde dann uber Nacht in Cacodylatpuf f er gewaschen, der 6 % 
Saccharose enthielt. Die interessierenden Regionen wurden 
nachfixiert in 1 % Osmiumtetroxid fur 1,5 Stunden bei 4°C. Die 
Gewebe wurden dann dehydratisiert in einer abgestuften Serie 
von Ethanolen, Losungsmittel ausgetauscht mit Propylenoxid und 
in Spurr-Harz eingebettet. Dunne Schnitte wurden mit einem 
Diamantmesser geschnitten, plaziert auf Kupfernetzen, gefarbt 
und in einem Joel 1200EX-Elektronenmikroskop untersucht. In 
ahnlicher Weise wurden 0,5 mm Schnitte geschnitten und mit 
Toluenblau fur Lichtmikroskopie gefarbt. 

Am Tag 11 der Entwicklung wurden Huhnchenembryos fur die 
Korrosionsgiefitechnik verwendet. Mercox-Harz (Ted Pella, Inc., 
Redding, CA) wurde in die CAM- Vaskulatur unter Verwendung ei- 
ner 30 -Gauge -Hypodermalnadel injiziert. Das GieSmaterial be- 
stand aus 2,5 Gramm Mercox CL-2B-Polymer und 0,05 Gramm Kata- 
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lysator (55 % Benzoylperoxid) mit einer Polymerisationszeit 
von 5 Minuten. Nach Injektion lies man den Kunststoff in situ 
ftir 1 Stunde bei Raumtemperatur und dann uber Nacht in einem 
Of en bei 65 °C sich setzen. Die CAM wurde dann in 50 %ige wass- 
rige Losung von Natriumhydroxid gegeben, um alle organischen 
Koraponenten zu verdauen. Die Kunststoff abgusse wurden dann 
extensiv in destilliertem Wasser gewaschen, luf tgetrocknet , 
mit Gold/ Palladium beschichtet und mit dem Philips 501B-Ras- 
terelektronenmikroskop betrachtet . 

Ergebnisse der obigen Experimente sind gezeigt in Fig. 1 bis 
4. Kurz gesagt sind die allgemeinen Merkmale der normalen 
schalenlosen Eikultur von Huhnchen in Fig. 1A gezeigt. An Tag 
6 der Inkubation ist der Embryo zentral positioniert gegeniiber 
einem radial expandierenden Netzwerk aus BlutgefaSen; die CAM 
entwickelt sich benachbart dem Embryo. Diese wachsenden GefaSe 
liegen nahe der Oberflache und sind leicht sichtbar, was die- 
ses Ideal zu einem idealisierten Model fur das Studium von 
Angiogenese macht. Lebende, ungefarbte Kapillarnetzwerke der 
CAM konnen nicht-invasiv bildlich dargestellt werden mit einem 
Stereomikroskop. Fig. IB illustriert solch eine vaskulare Re- 
gion, in der die zellularen Blutelemente innerhalb Kapillaren 
aufgezeichnet wurden unter Verwendung eines Video/Computer- 
Interface. Die dreidimensionale Architektur derartiger CAM- 
Kapillarnetzwerke ist gezeigt durch KorrosionsgieSverf ahren 
und betrachtet im Rasterelektronenmikroskop (Fig. 1C) . Diese 
Abgusse enthullten unterliegende GefaSe, die sich hin zur CAM- 
Oberflache erstrecken, wo sie eine einzelne Schicht anastomo- 
tischer Kapillaren bilden. Querschnitte durch die CAM zeigen 
ein aufieres Ektoderm, das aus einer Doppelzell schicht besteht, 
eine breitere mesodermale Schicht, die Kapillaren enthalt, die 
unter dem Ektoderm liegen, Advent itia-Zellen, und eine innere, 
einzelne endodermale Zellschicht (Fig. ID) . Auf der Ebene des 
Elektronenmikroskops werden die typischen strukturellen De- 
tails der CAM-Kapillaren gezeigt. Typischerweise liegen diese 
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Gefafie in enger Association mit der inneren Zellschicht des 
Ektoderms (Fig, IE) . 

Nach 48-stundiger Taxol -Exposition bei Konzentration von 1, 5, 
10 oder 30 fig wurde jede CAM unter lebenden Bedingungen mit 
einem Stereomikroskop untersucht, das mit einem Video/Compu- 
ter interface ausgestattet war, urn die Wirkungen von Angiogene- 
se zu bewerten. Der Bilddarstellungsaufbau wurde verwendet bei 
einer 160-fachen VergroSerung, der die direkte Visualisierung 
von Blutzellen innerhalb der Kapillaren erlaubte; dadurch 
konnte "Blutstrom in interessierenden Regionen leicht bewertet 
und aufgezeichnet werden. Fur diese Studie wurde Inhibierung 
von Angiogenese def iniert als eine Flache der CAM, denen es an 
einem Kapillarnetzwerk mit einem Durchmesser reichend von 2 
bis 6 mm fehlte, Inhibierungsregionen mangelte es an vaskula- 
rem Blutstrom und wurden nur beobachtet unter experimentellen 
Bedingungen mit Methylcellulose, die Taxol enthalt; unter Kon- 
trollbedingungen mit Scheiben, denen Taxol fehlte, wurde keine 
Wirkung auf das sich entwickelnde Kapillarsystem beobachtet. 
Die Dosis-abhangigen, experimentellen Daten der Wirkungen von 
Taxol bei verschiedenen Konzentrationen werden in Tabelle II 
gezeigt . 



TABELLE II 



I : 

ij Anqioaene 


Inhibieruna durch Taxol 




Taxol -Konzentration fig 


Bewertete Embryonen % 


Inhibition 


(posit iv/ insgesamt ) 




30 


31/31 


100 


10 


16/21 


76 


5- 


18/25 


72 1 


1 


6/15 


40 


Kontrolle 


0/30 


0 



Typische Taxol -behandelte CAMs (Fig. 2A und 2B) werden ge- 
zeigt, wobei die transparente Methylcellulosescheibe zentral 
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uber der avaskularen Zone, die einen Durchmesser von 6 mm 
mi£t, positioniert ist. Bei geringfiigig hoherer Vergrofierung 
ist die Peripherie derartiger avaskularer. Zonen klar ersicht- 
lich (Fig. 2C) ; die umgebenden funktionalen GefaSe wurden oft 
weggeleitet von der Taxolquelle (Fig. 2C und 2D) . Solch win- 
keliges Umleiten von Blutstrom wurde nie unter normalen Bedin- 
gungen beobachtet. Ein weiteres Merkmal der Taxolwirkungen war 
die Bildung von Blutinseln innerhalb der avaskularen Zone, die 
die Aggregation von Blutzellen darstellte. 

Die assoziierten morphologischen Anderungen der Taxol-behan- 
delten CAM sind leicht zu erkennen sowohl auf der Licht- als 
auch der elektronenmikroskopischen Ebene. Fur eine bequeme 
Darstellung sind drei distinkte Phasen eines allgemeinen Uber- 
ganges vom normalen zum avaskularen Zustand gezeigt. Nahe der 
Peripherie der avaskularen Zone ist die CAM gekennzeichnet 
durch eine Reichhaltigkeit an mitotischen Zellen innerhalb 
aller drei Keimschichten (Fig. 3A und 4A) . Diese verstarkte 
mitotische Teilung war auch eine konsistente Beobachtung fur 
kapillare endotheliale Zellen. Die endothelialen Zellen ver- 
blieben jedoch verbindungsmaSig intakt mit keiner Extravasa- 
tion von Blutzellen. Mit weiterem Abbau ist die CAM gekenn- 
zeichnet durch den Zusammenbruch und Auflosung von Kapillaren 
(Fig. 3B und 4B) . Die mutmaSlichen endothelialen Zellen, typi- 
scherweise in Mitosis verharrt, behalten noch eine enge raum- 
liche Beziehung mit Blutzellen bei und liegen unterhalb des 
Ektoderms; diese Zellen sind jedoch nicht junktional verbun- 
den. Der zentralste Anteil der avaskularen Zone war gekenn- 
zeichnet durch eine verdickte ektodermale und endodermale 
Schicht (Fig. 3C und 4C) . Obwohl diese Schichten verdickt wa- 
ren, blieben die zellularen Junktionen intakt und die Schich- 
ten behielten ihre strukturellen Eigenschaf ten bei. Innerhalb 
des Mesoderms waren verteilte mitotisch arretierte Zellen 
reichlich vorhanden; diese Zellen wiesen nicht die Endotheli- 
alzellenpolarisation auf, die in der fruheren Phase beobachtet 
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wurde. Auch waren innerhalb dieser avaskulare Region degene- 
rierende Zellen verbreitet, wie festgestellt durch die elek- 
tronendichten Vakuolen und Zelldebris (Fig. 4C) . 

Zusammengef a&t zeigte diese Studie, daS 48 Stunden nach Taxol- 
applikation zu der CAM Angiogenese inhibiert war. Die Blutge- 
f aSinhibition bildete eine avaskulare Zone, die durch drei 
Ubergangsphasen der Taxolwirkung dargestellt wurde. Die zen- 
trale, am meisten betroffene Region der avaskularen Zone ent- 
hielt zerrissene Kapillaren mit in das Gewebe ausgetretenen 
roten Blutzellen; dies zeigte an, daS die intrazellularen 
Junktionen zwischen Endothel zellen absent waren. Zellen des 
Endoderms und Ektoderms behielten ihre intrazellularen Junk- 
tionen und demzufolge blieben diese Keimschichten intakt; sie 
waren jedoch leicht verdickt. Als man sich der normalen vasku- 
laren Region naherte, behielten die BlutgefaSe ihre junktiona- 
len Kotttplexe bei und blieben somit auch intakt. An der Peri- 
pherie der Taxol-behandelten Zone war weiteres Blutgef aSwachs- 
tum inhibiert, was evident war durch das typische Umleiten 
Oder »Ellenbogen"-Effekt der BlutgefaSe (Fig. 2D). 

Taxol-behandelte avaskulare Zonen enthulten auch eine Vielzahl 
an Zellen, die in. der Mitose arretiert waren, in alien drei 
Schichten der CAM; dies war einzigartig fur Taxol, da keine 
vorhergehenden Studien ein derartiges Ereignis gezeigt hatte. 
Indem sie in Mitosis arretiert waren, konnten die Endothelial - 
zellen nicht ihre normalen metabolischen Funktionen, die in 
Angiogenese involviert sind, durchmachen. Im Vergleich produ- 
ziert die avaskulare Zone, die durch Suramin und Cortisonace- 
tat gebildet wird, keine mitotisch arretierten Zellen in der 
CAM; sie verhinderten nur weiteres Blutgef aSwachstum in die 
behandelte Region. Deshalb sind, obwohl selbst Agenzien anti- 
angiogen sind, viele Punkte vorhanden, in denen der Angiogene- 
seprozeS target iert werden kann. 
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Wir beobachteten auch die Wirkungen von Taxol uber die Dauer 
von 48 Stunden und beobachteten, daS Inhibierung von Angioge- 
nese so friih erfolgt wie 8 Stunden nach der Anwendung. Histo- 
logische Schnitte enthullten eine ahnliche Morphologie, wie 
gesehen in der ersten Ubergangsphase der avaskularen Zone bei 
48 Stunden, illustriert in Fig. 3a und 4a. Auch beobachteten 
wir den RevaskularisationsprozeS in die avaskulare Zone, wie 
oben beobachtet. Man hat gefunden, daS die durch Heparin und 
angiostatische Steroide gebildete avaskulare Zone 60 Stunden 
nach Applikation revaskularisiert wird. In unserer Studien 
revaskularisierten die Taxol -behandelten avaskularen Zonen fur 
mindestens 7 Tage nach Applikation nicht, was eine potentere 
Langzeitwirkung impliziert. 

BEISPIEL 3 

ENKAP S UL I ERUNG VON SURAMIN 

Ein Milliliter 5 % ELVAX (Poly (Ethyl en- Vinylacetat) querver- 
netzt mit 5 % Vinylacetat) in Dichlormethan ("DCM") wird ge- 
mischt mit einem festen Gewicht submikron-gemahlenem Natrium- 
suramin. Diese Mischung wird in 5 ml 5 % Polyvinylalkohol 
("PVA") in Wasser in ein 30 ml Testrohrchen mit flachem Boden 
injiziert. Rohrchen, die verschiedene Gewichte des Wirkstoffes 
enthalten, werden dann in einem Vielfachprobenwasserbad bei 
40°C fur 90 Minuten mit automatisierten Ruhren suspendiert. 
Die Mischungen werden entfernt und Mikrospharenproben fur eine 
GroSenanalyse entnommen. Die Rohrchen werden zentrifugiert bei 
1000 g fur 5 Minuten. Der PVA-Uberstand wird entfernt und fur 
die Analyse (nicht-enkapsulierter Wirkstoff) aufgehoben. Die 
Mikrospharen werden dann gewaschen (gevortexed) in 5 ml Wasser 
und rezentrif ugiert . Die 5 ml Waschlosung wird zu Analyse- 
zwecken aufgehoben (Oberf lachen-gebundener Wirkstoff) . Die 
Mikrospharen werden dann in 50 /il Methanol angefeuchtet und in 
1 ml DCM gevortexed, urn das ELVAX aufzulosen. Die Mikrospharen 
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werden dann auf 40 °C erwarmt und 5 ml Wasser bei 50 °C werden 
langsam unter Ruhren zugegeben. Diese Prozedur fuhrt zur un- 
mittelbaren Verdampfung von DCM und verursacht dadurch die 
Preisetzung von Natriumsuramin in die 5 ml Wasser. Alle drei 5 
ml Proben wurden dann auf Wirkstof fgehalt getestet. 

Natriumsuramin absorbiert UV/VIS mit einem Lambda-Max von 312 
nm. Die Absorption ist linear im Bereich von 0 bis 100 /xg/ml 
sowohl in Wasser als auch in 5 % PVA. Der Wirkstoff fluores- 
ziert stark mit einem Exzitationsmaximum bei 312 nm und Emis- 
sionsmaximum bei 400 nm. Die Fluoreszenz ist quantif izierbar 
im Bereich 0 bis 25 /ug/ml. 

Ergebnisse sind in Fig. 5 bis 10 gezeigt. Kurz gesagt scheint 
die Grofienverteilung der Mikrospharen von EinschluS des Wirk- 
stof fes im DCM nicht beeinfluSt zu sein (siehe Fig. 5 und 6) . 
Gute Ausbeuten an Mikrospharen im Bereich von 20 bis 60 fim 
konnen erhalten werden. 

Die Enkapsulierung von Suramin ist sehr gering (< 1 %) (siehe 
Fig. 8) . Wenn jedoch das Gewicht des Wirkstoff s im DCM erhoht 
wird, erhohte sich die Gesamtmenge des enkapsulierten Wirk- 
stof fes, obwohl die % Verkapselung abnahm. Wie in Fig. 7 ge- 
zeigt, konnen 50 /xg des Wirkstof fes in 50 ml ELVAX enkapsu- 
liert werden. Enkapsulierung von Natriumsuramin in 5 % PVA, 
der 10 % NaCl enthalt, ist in Fig. 9 bis 10 gezeigt. 

BEISPIEL 4 

VERKAPSELUNG VON TAXOL 

Funfhundert Mikrogramm von entweder Taxol oder Baccatin (ein 
Taxol -Analog, erhaltlich von Inflazyme Pharmaceuticals Inc., 
Vancouver, British Columbia, Canada werden in 1 ml einer 50:50 
ELVAX : Poly-1 -Milchsaure-Mischung in DCM gelost. Mikrospharen 
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werden dann in einer Losungsmaschine (sechsspindeliger Auflo- 
sungstester, Vanderkamp, Van Kell Industries Inc., U.S.A.) 
dreifach bei 200 Umdrehungen pro Minute, 42°C, fur 3 Stunden 
hergestellt. So hergestellte Mikrospharen werden zweifach in 
Wasser gewaschen und am Mikroskop nach GroSe geordnet. 

Bestinimung von Taxolverkapselung wird vorgenommen in einem 
UV/VIS-Test (UV/VIS Lambda max. bei 237 nm, Fluoreszenztest 
bei Exzitation 237, Emission bei 325 nm; Fluoreszenzergebnisse 
sind in eckigen Klammern [] dargestellt) . Bei Verwendung der 
oben beschriebenen Prozeduren, konnen 58 fig (+/- 12 /xg) [75 fig 
(+/- 25 fig) ] Taxol ausgehend von insgesamt 500 fig Ausgangsma- 
terial enkapsuliert (verkapselt) werden. Dies stellt 12 % (+/- 
2,4 %) [15 % (+/- 5 %)] des urspriinglichen Gewichts, oder 1,2 
Gew.-% (+/- 0,25 Gew.-%) [1,5 Gew.-% (+/- 0,5 Gew.-%)] des 
Polymers dar. Nach 18-stundigem Taumeln in einem Of en bei 37 °C 
waren 10,3 % (+/- 10 %) [6 % (+/- 5,6 %) ] des gesamten Taxols 
von den Mikrospharen freigesetzt worden. 

Fur Baccatin konnen 100 +/- 15 fig [83 +/- 23 fig] Baccatin von 
insgesamt 500 fig Ausgangsmaterial enkapsuliert werden. Dies 
stellt 20 % (+/- 3 %) [17 % (+/- 5 %) des urspriinglichen Ge- 
wichts von Baccatin und 2 Gew.-% (+/- 0,3 Gew.-%) [1,7 Gew.-% 
(+/- 0,5 Gew.-%)] des Polymers dar. Nach 18 stiindigem Taumeln 
in einem Ofen bei 37°C, sind 55 % (+/- 13 %) [60 % (+/- 23 %) ] 
des Baccatins von den Mikrospharen freigesetzt. 

BEISPIEL 5 

ANALYSE VON CHI RURG I S CHE R PASTE, DIE ANTI -ANGIOGENE 
ZUSAMMENSETZUNGEN ENTHALT 

Fisher-Ratten mit einem Gewicht von etwa 300 g werden betaubt 
und eine 1 cm lange transversale Inzision am oberen Abdomen 
wird vorgenommen. Zwei Zehntel eines Milliliters Saline, der 1 
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x 10° lebende 9L-Gliosarkom-Zellen (unmittelbar eluiert vor 
Verwendung aus Gewebekultur) enthalt, werden in 2 der 5 hepa- 
tischen Loben injiziert durch Einstechen einer 27-Gauge-Nadel 
1 cm durch die Leberkapsel. Die abdominale Wunde wird mit 6 mm 
resorbierbarem Faden und Hautklammern geschlossen und die GA 
beendet . 

Nach 2 Wochen werden die Tumorhinterlegungen etwa 1 cm messen. 
Zu diesem Zeitpunkt werden beide hepatischen Tumoren herausge- 
schnitten und der bare Rand der Leber wird mit einem hamosta- 
tischen Agens bepackt. Die Ratten werden in zwei Gruppen ein- 
geteilt: der Halfte wird ein Polymertrager alleine verab- 
reicht, und die andere Halfte erhalt eine anti-angiogenen Zu- 
sammensetzung . 

Die Ratten werden 2, 7, 14, 21 und 84 Tage nach hepatischer 
Resektion getotet. Insbesondere werden die Ratten getotet 
durch Injektion von Euthanyl in die Dorsalvene des Schwanzes. 
Die Leber , Milz und beide Lungen werden entfernt und eine hi- 
stologische Analyse durchgefuhrt , urn die Tumoren hinsichtlich 
eines Ergebnisses anti-angiogener Aktivitat zu studieren. 

BEISPIEL 6 

EMBOLI S I ERUNG VON RATTENARTERI EN 

Fisher-Ratten mit einem Gewicht von etwa 3 00 g werden betaubt. 
Unter Verwendung aseptischer Prozeduren wird eine 1 cm lange 
transversale Inzision am oberen Abdomen vorgenommen und die 
Leber identif iziert . Zwei Zehntelmilliliter Saline, die 1 Mil- 
lion lebende 9L-Gliosarkom-Zellen enthalt (unmittelbar vorher 
von Gewebekulturen eluiert), wird in jeden der 5 hepatischen 
Loben injiziert durch Durchstechen einer 27 Gauge-Nadel 1 cm 
durch die Leberkapsel. Ein Zehntelmilliliter normaler Saline 
wird in die Nadel injiziert, wenn sie zuriickgezogen wird, urn 
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sicherzustellen, daS kein zufalliges Austreten von Zellen in 
die Peritonealhohle erfolgt. Ein Gelschaumtupf er wird an jeder 
Punktierungsstelle plaziert, urn Hamostase zu gewahrleisten. 
Die Abdominalwunde wird mit 6.0 resorbierbarem Faden mit Haut- 
klammern verschlossen und die Betaubung beendet. Die Ratte 
wird zur Tierstation zuriickgegeben und erhalt eine Standarder- 
nahrung fur 14 Tagen, wobei zu der Zeit jede Tumorhinterlegung 
1 cm miSt. Dasselbe Verfahren wird wiederholt unter Verwendung 
von Westar-Ratten und einer Colon- Krebszellinie (Radiologic 
Oncology Lab, M.D. Anderson, Houston, Texas) . In diesem Falle 
bedarf es 3 Wochen nach der Injektion, bis die Tumorhinterle- 
gungen jeweils einen Durchmesser von 1 cm aufweisen. 

Nach 2 .oder 3 Wochen, abhangig von der Rattenspezies, wird 
dieselbe anasthetische Prozedur vorgenommen und eine Mittel- 
linienabdominalinzision wird vorgenommen. Das Duodenum wird 
umgedreht und die Gastroduodenalarterie wird identif iziert und 
mobilisiert. Bander werden oberhalb und unterhalb einer Durch - 
schneidestelle auf dem mittleren Teil der gastroduodenalen 
Arterie (GDA) plaziert und ein 0,038 Inch Polyethylenschlauch 
wird retrograd in die Arterie eingefuhrt unter Verwendung ei- 
nes in Betrieb befindlichen Mikroskops . Das Band unterhalb des 
Insertionspunktes wird die Arterie unterbinden, wahrend das 
obere den Katheter vor Ort fixieren wird. Angiographie wird 
vorgenommen durch Injektion von 0,5 ml 60 % radiopaken 
Kontrastmaterials durch den Katheter, wenn eine Rontgenaufnah- 
me gemacht wird. Die hepatische Arterie wird dann embolisiert 
durch Refluxieren von Partikeln mit einer Grofie von 15 bis 200 
fim durch den Gastroduodenalarterienkatheter, bis man sieht, 
daS der Strom, beobachtet mitt els des in Betrieb befindlichen 
Mikroskops, fur mindestens 30 Sekunden aufhort. Okklusion der 
hepatischen Arterie wird bestatigt durch Wiederholen eines 
Angiogramms durch den GDA-Katheter . Unter Verwendung dieser 
Prozedur erhalten die Halfte der Ratten 15 bis 200 /zm Partikel 
aus Polymer allein und die andere Halfte erhalt 15 bis 200 /xm 
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Partikel der Polymer-Ant i-Angiogenf aktor-Zusammensetzung. Die 
obere GDA-Ligatur wird entfernt, urn die GDA zu okkludieren, 
wenn der Katheter zuruckgezogen wird, urn Hamostase zu gewahr- 
leisten, und die hepatische Arterie (obwohl embolisiert) wird 
intakt belassen. Das Abdomen wird dann mit 6,0 resorbierbarem 
Faden und chirurgischen Klammern verschlossen. 

Die Ratten wurden nachfolgend 2, 7, 14 , 21 und 84 Tage nach 
der Embolisierung getotet, urn Wirksamkeit des anti-angiogenen 
Faktors zu bestimmen. Kurz gesagt liegt allgemeine Anasthesie 
vor und unter Verwendung aseptischer VorsichtsmaSnahmen wird 
eine Mittellinieninzision vorgenommen. Die GDA ist wieder mo- 
bilisiert und nach Plazieren einer Ligatur nahe der Junktion 
der GDA und der Leberarterie (d.h. gut oberhalb der Stelle des 
vorherigen Schnitts) , wird ein 0,038 Inch Polyethylenschlauch 
mittels Durchschneidens des GefaSes inseriert und Angiographic 
vorgenommen. Die Ratte wird dann durch Injektion von Euthanyl 
in die Dorsalvene des Schwanzes getotet. Nachdem Euthanasie- 
rung bestatigt ist, wird die Leber im Block zusammen mit dem 
Magen, Milz und beiden Lungen entfernt. 

Die histologische Analyse wird vorgenommen auf einem prapa- 
rierten Trager, der mit Hematoxylin und Eosin ("H und E n ) -Far- 
bung gefarbt ist. Kurz gesagt werden die Lungen in 1 cm Inter- 
vallen geschnitten, urn Passage embolischen Materials durch die 
hepatischen Venen und in die rechte Seite der Blutzirkulation 
zu bewirken. Der Magen und die Milz werden auch geschnitten, 
urn unabsichtliche Immobilisierung von Partikelref lux in den 
Abdominal zugang der kollateralen Zirkulation zu bewerten. 

BEISPIEL 7 

TRANSPLANTATION VON GALLENENDOPROTHESEN IN RATTEN 
Allgemeines Anasthetikum wird 300 g schweren Fisher-Ratten 



- 69 - 



verabreicht. Eine 1 cm transversale Inzision wird dann im obe- 
ren Abdomen vorgenommen und die Leber identif iziert . In den 
oberf lachlichsten Lobus werden 0,2 ml Saline, die 1 Million 
Zellen 9L-Gliosarkomzellen enthalt (eluiert von Gewebekultur 
unmittelbar vor Verwendung) mittels einer 27-Gauge-Nadel in 
einer Tiefe von 1 cm in die Leberkapsel inj iziert. Hamostase 
wird erreicht nach Entfernen der Nadel durch Plazieren eines 
Gelschaumtupfers an den Punktierungsstellen. Saline wird inji- 
ziert, wenn die Nadel entfernt wird, urn sicherzustellen, daS 
kein Austreten von Zellen in die Peritonealhohle oder entlang 
der Nadelspur erfolgt. Die allgemeine Betaubung wird beendet 
und das Tier zur Tierstation zuriickgegeben und auf eine norma- 
le Diat gesetzt. 

Zwei Wochen spater wird eine allgemeine Anasthesie verabreicht 
und unter Verwendung aseptischer Mafinahmen wird der Leberlap- 
pen, der den Tumor enthalt, durch eine Mittellinieninzision 
identif iziert . Eine 16-Gauge-Angiographie-Nadel wird dann 
durch die Leberkapsel in den Tumor eingefuhrt, ein 0,038 Inch 
Fuhrungsdraht durch die Nadel gefuhrt und die Nadel fiber dem 
Fuhrungsdraht zuruckgezogen. Ein French-Dilator Nr. 5 wird 
durch die Fuhrung in den Tumor eingebracht und zuruckgezogen. 
Ein French- Absetzkatheter Nr. 5 wird dann uber den Draht ge- 
fuhrt, der einen selbstexpandierende Wallstent aus rostfreiem 
Stahl (Durchmesser 5 mm und 1 cm lang) enthalt. Die Endopro- 
these wird in den Tumor abgesetzt und der Fuhrungsdraht -Frei - 
setzungskatheter wird entfernt. Einem Drittel der Ratten wurde 
eine herkommliche Endoprothese aus rostfreiem Stahl in den 
Tumor inseriert, einem Drittel eine Endoprothese aus rostfrei- 
em Stahl, die mit Polymer beschichtet war, und einem Drittel 
eine Endoprothese, die mit der Polymer- ant i-angiogenen Faktor- 
Verbindung beschichtet war. Die allgemeine Anasthesie wird 
beendet und die Ratten zur Tierstation zuruckgegeben . 

Eine einfache Rontgenaufnahme des Abdomens wird am zweiten Tag 
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vorgenommen, urn den Umfang des Offnens der Endoprothese zu 
bestimmen. Die Ratten werden 2, 7, 14, 28 und 56 Tage nach 
Insertion der Endoprothese durch Injektion von Euthanyl geto- 
tet und ihre Lebern en bloc entfernt, nachdem die Totung be- 
statigt ist. Nach Fixierung in Formaldehyd fur 48 Stunden wird 
die Leber in 0,5 mm Abstanden geschnitten; einschlieSlich 
transversalem Durchtrennen der Endoprothese unter Verwendung 
einer neuen Klinge fiir jede Scheibe. Histologische Schnitte, 
gefarbt mit H und E, werden dann analysiert, urn den Umfang von 
Tumoreinwachstum in das Lumen der Endoprothese zu bewerten. 

BEISPIEL 8 

HERSTELLUNG VON MIKROSPHAREN 

Die Ausrustung, die fur die Herstellung von unten beschriebe- 
nen Mikrospharen bevorzugt wird, schlieSt ein: 200 ml Becher 
mit Wassermantel (Kimax oder Pyrex) , Zirkulationswasserbad von 
Haake, Uberkopfruhrer und Kontrolleinheit mit einem Durchmes- 
ser von 2 Inch (4 Blatter, Ruhrer aus rostfreiem Stahl vom 
Propellertyp - Marke Fisher) , 500 ml Glasbecher, Heizplatte/- 
Ruhrer (Marke Corning) , 4 x 50 ml Polypropylenzentrif ugenrohr- 
chen (Nalgene) , Glasszintillationsrohrchen mit Kuntstof f inser- 
tionskappen, Tischzentrifuge (GPR Beclcman) , Hochgeschwindig- 
keitszentrifuge - Bodenmodell (JS 21 Beckman) , analytische 
Wage von Mettler (AJ 100, 0,1 mg) , digitale Waage mit Oberbe- 
ladung von Mettler (AE 163, 0,01 mg) , automatische Pipetten 
(Gilson) . Reagenzien schliefien ein Polycaprolacton ("PCL" -Mo- 
lekulargewicht 10.000 bis 20.000; Polysciences, Warrington 
Pennsylvania, USA), "gewaschenes" Ethylenvinylacetat ( n EVA n , 
gewaschen urn das Anti-Oxidans BHT zu entfernen) , Poly- 
(DL)Milchsaure ("PLA" - Molekulargewicht 15.000 bis 25.000; 
Polysciences) , Polyvinylalkohol ("PVA" -Molekulargewicht 
124.000 bis 186.000; 99 % hydrolysiert ; Aldrich Chemical Co., 
Milwaukee WI, USA), Dichlormethan ("DCM" oder "Methylenchlo- 
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rid"; HPLC-Grad Fisher Scientific); und destilliertes Wasser. 



A. Hers t el lung von 5 % (w/v) Polvmerlosuncren 

Abhangig von der herzustellenden Polymerlosung wird 1,0 g PCL 
oder PLA, oder je 0,5 g PLA und gewaschenes EVA direkt in ein 
20 ml Glasszintillationsrohrchen eingewogen. 20 ml DCM werden 
dann zugegeben und das Rohrchen fest verschlossen. Das Rohr- 
chen wird bei Raumtemperatur (25°C) fur 1 Stunde (gelegentli- 
chens Schiitteln kann verwendet werden) oder bis das ganze Po- 
lymer sich aufgelost hat (die Losung sollte klar sein) gela- 
gert. Die Losung kann bei Raumtemperatur fur mindestens zwei 
Wochen gelagert werden. 

B. Herstelluna von 5 % (w/v) Stammlosuna von PVA 

Funfundzwanzig Gramm PVA werden direkt in einen 600 ml Glasbe- 
cher eingewogen. 500 ml destillierten Wassers werden zugege- 
ben, zusammen mit einem Teflon beschichteten Ruhrfisch mit 3 
Inch. Der Becher wird mit Glas abgedeckt, urn Verdampfungsver- 
luste zu verringern und in einen 2.000 ml Glasbecher gegeben, 
der 300 ml Wasser enthalt (das als Wasserbad wirkt) . Das PVA 
wird bei 300 Upm bei 85°C (Heizplatte/Ruhrer von Corning) fur 
2 Stunden geruhrt, oder bis es vollstandig gelost ist. Losung 
des PVA kann bestimmt werden durch visuelle Kontrolle; die 
Losung sollte klar sein. Die Losung wird dann in einen Glas- 
vorratsbehalter mit Schraubdeckel uberfuhrt und bei 4°C fur 
maximal zwei Monate gelagert. Die Losung sollte jedoch vor 
Verwendung oder Verdunnung auf Raumtemperatur erwarmt werden. 

C. Prozedur zum Herstellen von Mikrospharen 



Auf der Basis der GroSe der Mikrospharen, die hergestellt wer- 
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den sollen (siehe Tabelle 1) , werden 100 ml der PVA-Losung 
(Konzentrationen in Tabelle III angegeben) in den 200 ml Be- 
cher mit Temperiermantel gegeben. Das Zirkulationswasserbad 
von Haake ist mit diesem Becher verbunden und man erlaubt den 
Inhalten, daS sie bei 27°C (+/- 10°C) fur 10 Minuten aquili- 
brieren. Auf der Basis der GroEe der herzustellenden Mi- 
krospharen (siehe Tabelle III) wird die Startgeschwindigkeit 
des Kopfruhrers eingestellt und das Blatt des Kopfruhres half- 
tig in der PVA-Losung plaziert. Der Ruhrer wird dann ange- 
schaltet und 10 ml Polymerldsung (Polymerldsung, die verwendet 
wird auf der Basis des Typs der herzustellenden Mikrospharen) 
werden dann in das geruhrte PVA uber eine Zeitspanne von 2 
Minuten getropft unter Verwendung einer automatischen 5 mm 
Pipette. Nach 3 Minuten wird die Ruhrgeschwindigkeit angepafit 
(siehe Tabelle III) und die Losung fur weitere 2,5 Stunden 
geruhrt. Das Ruhrblatt wird dann aus dem Mikrospharenpraparat 
entfernt und mit 10 ml destilliertem Wasser abgewaschen, so 
daS die Abwaschlosung in das Mikrospharenpraparat abflieSt. 
Das Mikrospharenpraparat wird dann in einen 500 ml Becher ge- 
schuttet und das Wasserbad mit Wassermantel mit 70 ml destil- 
liertem Wasser gewaschen, dem man auch erlaubt, in das Mikros- 
pharenpraparat abzulaufen. Das Mikrospharenpraparat von 180 ml 
wird dann mit einem Glasstab geruhrt und gleiche Mengen werden 
in vier 50 ml Zentrifugenrohrchen aus Polypropylen gegossen. 
Die Rohrchen werden dann verschlossen und fur 10 Minuten zen- 
trifugiert (Krafte angegeben in Tabelle 1) . Eine automatische 
5 ml Pipette oder Vakuumabsaugen wird dann verwendet, um 45 ml 
der PVA-Losung von jedem Mikrospharenpellett abzuziehen. 
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TABELLE III 



PVA-Konzentrationen, Ruhrgeschwindigkeiten und 
Erfordemisse hinsichtlich der Zentrifugalkraf t 
fur jeden Durchmesserfaereich von Mikrospharen 



Produkt ions s tuf e 


Mikrosj 


Dharendurchmesserbereich 


30 fim bis 100 /zm 


10 fim bis 30 fim 


0/1 tim bis 3 /zm 


PVA-Konzentration 


2,5 % (w/v) 
(d-h. verdunne 5 
% Stammlosung 
mit destillier- 
tem Wasser) 


5 % (w/v) (d.h. 

unverdunnte 

Stammldsung) 


3,5 % (w/v) 
(d.h. verdiinne 
5 % Stammlosung 
mit destil- 
liertem Wasser) 


Ruhr erge s chwindig - 
keit zu Beginn 


500 0pm +/- 50 
Upm 


500 Upm +/- 50 
Upm 


3000 Upm +/- 
200 Upm 


Angepafite Ruhrer- 
geschwindigkeit 


500 Upm +/- 50 
Upra 


500 Upm +/- 50 
Upm 


2500 Upm +/- 1 
200 Upm 


Zent r i fugenkraf t 


1000 g +/- 100 g 
(Tischmodell) 


1000 g +/- 100 
g (Tischmodell) 


10.000 g +/- 
1000 g (Hochge- 
schwindig- 
keitsmodell 



5 ml destillierten Wassers werden dann zu jedem Zentrifugen- 
rohrchen zugegeben, das dann gewirbelt wird, um die Mikrospha- 
ren zu resuspendieren. Die vier Mikrospharensuspensionen wer- 
den dann in ein Zentrifugenrohrchen zusammen mit 20 ml destil- 
liertem Wasser vereinigt und fur weitere 10 Minuten zentrifu- 
giert (Kraft angegeben in Tabelle 1) . Dieser ProzeS wird zwei 
zusatzliche Male wiederholt fur insgesamt drei Waschungen. Die 
Mikrospharen werden dann ein letztes Mai zentrifugiert und in 
10 ml destilliertem Wasser resuspendiert . Nach dem letztendli- 
chen Waschen wird das Mikrospharenpraparat in ein vorab gewo- 
genes Glasszintillationsrohrchen uberftihrt. Das Rohrchen wird 
verschlossen und uber Nacht bei Raumtemperatur (25°C) belas- 
sen, um den Mikrospharen zu erlauben, unter Schwerkraft zu se- 
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dimentieren. Mikrospharen, die in den GroSenbereich von 0,1 fim 
bis 3 fim fallen, sediment ieren unter Schwerkraft nicht aus, so 
dafi sie in der 10 ml Suspension verbleiben. 

D. Trocknen von Mikrospharen mit 10 bis 30 fim oder 30 fim 
bis 100 fim 

Nachdem sich die Mikrospharen uber Nacht bei Raumtemperatur 
abgesetzt haben, wird eine automatische 5 ml Pipette oder Va- 
kuumabsauger verwendet, um den Uberstand von den sedimentier- 
ten Mikrospharen abzusaugen. Man erlaubt den Mikrospharen, in 
dem nicht mit einem Deckel versehenen Rohrchen in einem Abzug 
uber einen Zeitraum von einer Woche zu trocknen oder bis sie 
vollstandig getrocknet sind (Rohrchen bei konstantem Gewicht) . 
Schnelleres Trocknen kann erreicht werden, indem die nicht 
verschlossenen Rohrchen unter einem langsamen Stickstof f gas- 
strom im Abzug belassen werden (Strom etwa 10 ml/min.) . Wenn 
es vollstandig trocken ist (Rohrchen bei konstantem Gewicht) , 
wird da's Rohrchen gewogen und verschlossen. Das markierte, 
verschlossene Rohrchen wird in einer Schublade bei Raumtempe- 
ratur gelagert. Mikrospharen werden normalerweise nicht langer 
als 3 Monate gelagert. 

E. Trocknen von Mikrospharen mit 0,1 am bis 3 um Durchmesser 

Dieser GroSenbereich von Mikrospharen wird nicht aussedimen- 
tieren, so daS sie in Suspension bei 4°C f\ir maximal vier Wo- 
chen belassen werden. Um die Konzentration an Mikrospharen in 
der 10 ml Suspension zu bestimmen, wird eine 200 fil Probe der 
Suspension in ein vorab gewogenes 1,5 ml Mikrofugenrohrchen 
pipettiert. Das Rohrchen wird dann bei 10.000 g zentrifugiert 
(Eppendorf -Tisch-Mikrofuge) , der Uberstand entfernt, und man 
erlaubt dem Rohrchen, bei 50°C uber Nacht zu trocknen. Das 
Rohrchen wird dann erneut gewogen, um das Gewicht getrockneter 
Mikrospharen im Rohrchen zu bestimmen. 
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F. Herstelluna von T axol-beladenen Mikrospharen 

Urn Taxol -enthaltende Mikrospharen herzustellen, wird eine ge- 
eignete Menge gewogenen Taxols (auf der Basis des Prozentsat- 
zes an Taxol, der enkapsuliert werden soli) direkt in ein 20 
ml Glass zintillationsrohrchen gegeben. 10 ml einer geeigneten 
Polymerldsung werden dann zu dem Rorchen gegeben, das Taxol 
enthalt, das dann gewirbelt wird, bis das Taxol aufgelost ist. 

Mikrospharen, die Taxol enthalten, konnen hergestellt werden 
im wesentlichen, wie oben in Schritten (C) bis (E) beschrie- 
ben. 

BEISPIEL 9 

HERSTELLUNG VON ENDOPROTHESENBESCHICHTUNG 

Reagenzien und Ausrustung, die verwendet werden in den folgen- 
den Experimenten schlieSen ein (Endoprothesen der medizini- 
schen Art, die kommerziell von einer Vielzahl von Herstellern 
erhalten werden; z.B. die f, Strecker n -Endoprothese) und Halte- 
vorrichtung, 20 ml Glassszintillationsrohrchen mit Kappe 
(Kunststof f insertionstyp) , TLC-Spruher, Stickstof fgastank, 
Glastestrohrchen (verschiedene GroSen von 1 ml und groEer) , 
Glasbecher (verschiedene Grofien) , Pasteur-Pipette, Pinzette, 
Polycaprolacton ("PCL" - Molekulargewicht 10.000 bis 20.000; 
Polysciences) , Taxol (Sigma Chemical Co., St. Louis, Mo., 
Reinheit 95 %) , Ethyl envinylacet at ("EVA" - gewaschen, siehe 
oben), Poly (DL)Milchsaure ("PLA" - Molekulargewicht 15.000 bis 
25.000; Polysciences), Dichlormethan ("DCM" - HPLC-Grad, Fis- 
her Scientific) . 

A. Verf ahren fur bespruhte Endoprothesen 



Im folgenden wird ein typisches Verfahren beschrieben, das 
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eine 3 ram als Schichten eingelagerte Metalldrahtendoprothese 
mit gekrauseltem Durchmesser von etwa 3 cm Lange verwendet. 
Fur Endoprothesen mit grofierem Durchmesser werden grofiere Vo- 
lumen an Polymer/Wirkstoff losung verwendet. 

Wiege ausreichend Polymer direkt in ein 20 ml Glasszintilla- 
tionsrohrchen ein und fiige ausreichend DCM hinzu, um eine 2 % 
w/v-Ldsung zu erhalten. VerschlieSe das Rohrchen und mische 
die Losung, um das Polymer zu losen (Handschutteln) . Baue die 
Endoprothese in einer vertikalen Orientierung zusammen. Das 
kann erreicht werden unter Verwendung eines Nylonstiickes und 
Anbinden der Endoprothese an ein Stativ. Positioniere diese 
Endoprothesenhalteapparatur 6 bis 12 Inch uber dem Abzugsboden 
auf einem geeigneten Trager (z.B. umgedrehter 2.000 ml Glasbe- 
cher) , um horizontales Bespriihen zu erlauben. Transferiere ein 
geeignetes Volumen (Minimum 5 ml) unter Verwendung einer auto- 
mat ischen Pipette der 2 % Polymerlosung in ein getrenntes 20 
ml Glasszintillationsrohrchen. Fuge eine geeignete Menge Taxol 
der Losung zu und lose es durch Handschutteln des verschlosse- 
nen Rohrchens. 

Um fur das Bespruhen vorzubereiten, entferne den Deckel des 
Rohrchens und tauche (nur) das Sprit zgehause eines TLC-Zer- 
staubers in die Polymerlosung. Beachte, daS das Reservoir des 
Zerstaubers in dieser Prozedur nicht verwendet zu werden 
braucht: das 20 ml Glasrohrchen dient als Reservoir. Verbinde 
den Stickstof ftank mit dem GaseinlaS des Zerstaubers. Erhohe 
graduell den Druck bis Zerstauben und Spruhen beginnt. Notiere 
den Druck tmd verwende diesen Druck wahrend der Prozedur. Um 
die Endoprothese zu bespruhen, verwende 5 Sekunden oszillie- 
rende Spruhvorgange mit einer Trockenzeit von 15 Sekunden zwi- 
schen den Spruhvorgangen. Rotiere die Endoprothese um 90° nach 
5 Spruhdurchgangen und bespruhe jenen Teil der Endoprothese. 
Wiederhole dies, bis alle Seiten der Endoprothese bespruht 
worden sind. Wahrend der Trockenzeit store die Gaslinie mit 
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dem Finger , um Verschwendung des Sprays zu vermeiden. Das Be- 
spruhen wird fortgesetzt, bis eine geeignete Menge Polymers 
auf den Endoprothesen abgelagert ist. Die Menge kann basieren 
auf der spezifischen Endoprothesenanwendung in vivo. Um die 
Menge zu bestimmen, wiege die Endoprothese nachdem das Bespru- 
hen abgeschlossen worden ist und die Endoprothese getrocknet 
hat, Ziehe das Ausgangsgewicht der Endoprothese vom Endgewicht 
ab und das liefert die Menge an Polymer (plus Taxol) , die auf 
die Endoprothese aufgetragen ist. Lagere die beschichtete En- 
doprothese in einem versiegelten Behalter. 

B. Verfahren fur Tauchendoprothesen 

Im folgenden wird ein typisches Verfahren beschrieben, das ei- 
ne 3 mm als Schichten eingelagerte Metal ldraht endoprothese mit 
gekrauseltem Durchmesser von etwa 3 cm Lange verwendet. Fur 
Endoprothesen mit groSerem Durchmesser werden groSere Volumina 
an Polymer/Wirkstof f losung in groSeren Testrohrchen verwendet. 

Wiege 2 g EVA in ein 20 ml Glasszintillationsrohrchen und set- 
ze 20 ml DCM zu. VerschlieEe das Rohrchen und lasse es fur 2 
Stunden stehen, um zu losen (schuttle das Rohrchen haufig mit 
der Hand, um den Auf losungsprozeS zu unterstutzen) . Wiege eine 
bekannte Menge Taxol direkt in ein 1 ml Glastestrohrchen ein 
und setze 0,5 ml Polymerlosung zu. Lose das Taxol unter Ver- 
wendung einer Pasteurpipette aus Glas durch vorsichtiges Pum- 
pen der Polymerlosung. Nachdem das Taxol gelost ist 7 halte das 
Testrohrchen in eine nahezu horizontale Position (die klebrige 
Polymerlosung wird nicht ausf lieSen) . Setze die Endoprothese 
in das Rohrchen unter Verwendung einer Pinzette bis zum Boden 
ein. Erlaube der Polymerlosung, fast zur Offnung des Testrohr- 
chens zu flieSen durch Verdrehen der Offnung unterhalb der Ho- 
rizontalen und dann Wiederauf stellen des Testrohrchens in ei- 
nem Winkel leicht oberhalb der Horizontalen. Entferne die En- 
doprothese langsam, wahrend die Endoprothese in dem Testrohr- 
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chen langsam rotiert (etwa 30 Sekunden) . 

Halte die Endoprothese in einer vertikalen Position, um zu 
trocknen. Einige der versiegelten Perforationen konnen auf- 
platzen, so daS ein Loch in der kontinuier lichen Polymer- 
schicht existiert. Dies kann geheilt werden durch Wiederholen 
der obigen Eintauchprozedur, jedoch kann Wiederholung der Pro- 
zedur auch zu weiterem Aufplatzen fiihren und einem allgemein 
ungleichmaSigen Polymeraufbau. Allgemein ist es besser, die 
Endoprothese nur einmal einzutauchen und einen Abschnitt der 
Endoprothese auszuschneiden, der keine aufgeplatze Perforation 
aufweist. Lagere die Tauchendoprothese in einem versiegelten 
Behaltnis. 

BEISPIEL 10 

HERSTELLUNG CHI RURGI SCHER "PASTEN" 

Wie oben festgehalten, sieht die vorliegende Erfindung eine 
Vielzahl von Polymer enthaltenden Wirkstoff zusammensetzungen 
vor, die in einer Vielzahl von klinischen Situationen ange- 
wandt werden konnen. Zum Beispiel konnen Zusammensetzungen 
hergestellt werden: (1) als eine "Thermopaste" , die an einer 
erwunschten Stelle als eine Fliissigkeit aufgetragen wird und 
zu einem Feststoff der erwunschten Form bei einer spezif ischen 
Temperatur (z.B. Korpertemperatur) aushartet; (2) als ein 
Spray (d.h. "Nanospray 11 ) , das an eine erwunschte Stelle entwe- 
der direkt oder durch eine spezialisierte Vorrichtung (z.B. 
Endoskopie) verabreicht werden kann, und das nachfolgend in 
einen Feststoff aushartet, der an dem Gewebe adhariert, an das 
es aufgetragen wurde; (3) als ein adharenter, biegsamer, ela- 
stischer, Angiogenese-Inhibitor-Polymerf ilm, der auf eine er- 
wunschte Stelle entweder direkt oder durch eine spezialisierte 
Vorrichtung aufgetragen wird, und der vorzugsweise an der 
Stelle adhariert, an der er aufgetragen ist; und (4) als ein 
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Fluid, das zusammgensetzt ist aus einer Suspension von Mi- 
krospharen in einem geeigneten Tragermedium, die an eine er- 
wunschte Stelle aufgetragen wird entweder direkt oder durch 
eine spezialisierte Vorrichtung, und die eine Schicht aus Mi- 
krospharen an der Auftragungsstelle zuriicklaSt. Typische Bei- 
spiele einer jeden der obigen Ausfuhrungsformen werden detail- 
liert unten angefuhrt. 

A. Verfahren zur Hers t el lung von Thermopaste 

Reagenzien und Ausrustung, die in den folgenden Experimenten 
verwendet werden, schliefien ein eine sterile Glasspritze (1 
ml) , Heizplatte/Ruhrer von Corning, 20 ml Glasszint illations - 
rohrchen, Formen (z.B. 50 /xl DSC-Wanne oder 50 ml Zentrifugen- 
rohrchendeckelinnenteil) , Skalpell und Pinzette, Polycaprolac- 
ton ("PCL" - Molekulargewicht 10.000 bis 20.000; Polysciences, 
Warrington, Pennsylvania USA) , und Taxol (Sigma-Grad 95 % 
Reinheit Minimum) . 

Wiege 5,00 g Polycaprolacton direkt in ein 20 ml Glaszintilla- 
tionsrohrchen. Plaziere das Rohrchen in einen 600 ml Becher, 
der 50 ml Wasser enthalt. Erwarme vorsichtig den Becher auf 
65 °C und halte ihn bei dieser Temperatur fur 20 Minuten. Dies 
erlaubt dem Polymer zu schmelzen. Mische grundlich ein bekann- 
tes Gewicht an Taxol, oder anderen Angiogenese- Inhibitor en in 
das geschmolzene Polymer bei 65°C. GieSe das geschmolzene Po- 
lymer in eine vorab erwarmte (60°C-Ofen) Form. Verwende einen 
Spatel, um beim Prozefi zu assistieren. Erlaube der GieSform 
abz\ikuhlen, so daS das Polymer sich verfestigt. Schneide oder 
Breche das Polymer in kleine Stucke (Grofie etwa 2 mm auf 2 mm 
GroSe) . Diese Teile mussen in eine 1 ml Glasspritze passen. 
Entferne den Stempel aus der 1 ml Glasspritze (entferne nicht 
die Kappe von der Spitze) und gebe ihn auf eine Waage. Stelle 
die Waage auf Null. 
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Wiege 0,5 g der Stucke direkt in das offene Ende der Spritze. 
Plaziere die Glasspritze aufrecht (verschlossene Spitze nach 
unten geneigt) in einem 500 ml Glasbecher, der destilliertes 
Wasser bei 65 °C enthalt (Heizplatte von Corning) , so daS kein 
Wasser in den Sprit zenkorper eindringt. Das Polymer schmilzt 
vollstandig innerhalb 10 Minuten in dieser Vorrichtung. Wenn 
die Polymerstucke geschmolzen sind, entferne den Spritzenkor- 
per aus dem Wasserbad, halte ihn horizontal und entferne die 
Kappe. Puhre den Stempel in den Spritzenkorper und komprimiere 
das geschmolzene Polymer in eine klebrige Masse am spitzen 
Ende des Spritzenkorpers. VerschlieSe die Spritze und erlaube 
ihr, auf Raumtemperatur abzukuhlen. 

Zur Anwendung kann die Spritze erneut auf 60 °C erwarmt werden 
und als eine Flussigkeit verabreicht werden, die sich verfe- 
stigt, wenn sie auf Korpertemperatur abgekuhlt wird. 

B. Verfahren zur Herstelluna von Nanospray 

Nanospray ist eine Suspension kleiner Mikrospharen in Koch- 
salzlosung. Wenn die Mikrospharen sehr klein sind (d.h. unter 
einem Durchmesser von 1 fim) bilden sie ein Kolloid, so daS die 
Suspension unter Schwerkraft nicht sediment ieren wird. Wie 
detaillierter unten beschrieben ist, kann eine Suspension von 
0,1 /xm bis 1 fim Mikropartikeln erzeugt werden, die geeignet 
ist fur Ablagerung auf Gewebe durch ein Finger gepumptes Aero- 
sol . Ausrustung und Materialien, die verwendet werden konnen, 
urn Nanospray herzustellen, schlieSen einen 200 ml Becher mit 
Wassermantel (Kimax oder Pyrex) , zirkulierendes Wasserbad von 
Haake, Uberkopf ruhrer und Kontrolleinheit mit 2 Inch Durchmes- 
ser (4 Blatter, Ruhrer aus rostfreiem Stahl vom Propellertyp; 
Marke Fisher) , 500 ml Glasbecher, Heizplatte/Ruhrer (Marke 
Corning) , 4 X 50 ml Polypropylenzentrifugenrohrchen (Nalgene) , 
Glasszintillationsrohrchen mit Kunststof f insert ionskappen, 
Zentrifuge (Beckman) , Hochgeschwindigkeitszentrifuge - Boden- 
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modell (JS 21 Beckman) , analytische Waage von Mettler (AJ 100, 
0,1 mg) , digitale Waage mit Oberbeladung von Mettler (AE 163, 
0,01 mg) , automatische Pipette (Gilson) , sterile Pipettenspit- 
zen, Pumpwirkungsaerosol (Pfeiffer Pharmaceuticals) 20 ml, 
Abzug mit laminarer Stromung, Polycaprolacton ("PCL"-Moleku~ 
largewicht 10.000 bis 20.000; Polysciences, Warrington, Penn- 
sylvania USA) , "gewaschenes" (siehe oben) Ethylenvinylacetat 
("EVA"), Poly (DL)Milchsaure ( n PLA»-Molekulargewicht 15.000 bis 
25 . 000 ; Polysciences) , Polyvinylalkohol ( "PVA" -Molekularge- 
wicht 124.000 bis 186.000; 99 % hydrolysiert ; Aldrich Chemical 
Co., Milwaukee, WI USA), Dichlormethan ("DCM" oder "Methylen- 
chlorid;" HPLC-Grad Fisher Scientific), destilliertes Wasser, 
sterile Saline (Becton and Dickinson oder ahnliches) . 

1 . Herstelluna von 5 % (w/v) Polvmerlosungen 

Abhangig von der herzustellenden Polymerlosung wiege 1,0 g PCL 
oder PLA oder jeweils 0,5 g PLA und gewaschenes EVA direkt in 
ein 20 ml Glasszintillationsrohrchen ein. Setze, unter Verwen- 
dung eines MeSzylinders, 20 ml DCM zu und verschlieSe das 
Rohrchen fest. Belasse das Rohrchen bei Raumtemperatur, 25 °C 
fur eine Stunde oder bis sich alles Polymer aufgelost hat (ge- 
legentliches Schutteln mit der Hand kann verwendet werden) . 
Auflosen des Polymers kann durch visuelle Kontrolle bestimmt 
werden; die Losung sollte klar sein. Markiere das Rohrchen mit 
dem Namen der Losung und dem Datum, an dem es hergestellt wur- 
de. Lagere die Losungen bei Raumtemperatur und verwende sie 
innerhalb zwei Wochen. 

2 . Herstellung von 3,5 % (w/v) Stammlosung von PVA 

Die Losung kann hergestellt werden, indem der oben angegebenen 
Prozedur gefolgt wird, oder durch Verdunnen der 5 % (w/v) PVA- 
Stammlosung, die zur Herstellung von Mikrospharen hergestellt 
wurde (siehe Beispiel 8) . Kurz gesagt werden 17,5 g PVA direkt 
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in einen 600 ml Glasbecher eingewogen und 500 ml destilliertes 
Wasser zugesetzt. Gebe einen 3 Inch Tef lon-beschichteten Riihr- 
fisch in den Becher. Decke den Becher mit einem Deckglas ab, 
urn Verluste durch Verdampfen zu verringern. Plaziere den Be- 
cher in einen 2.000 ml Glasbecher, der 300 ml Wasser enthalt. 
Dies wird als ein Wasserbad fungieren. Ruhre den PVA bei 300 
Upm bei 85 °C (Heizplatte/Riihrer von Corning) fur 2 Stunden 
Oder bis vollstandig gelost. Losen des PVA kann bestimmt wer- 
den durch eine visuelle Kontrolle; die Losung sollte klar 
sein. Verwende eine Pipette, urn die Losung in einen Lagerungs- 
behalter mit Glasschraubenverschlufi zu uberfuhren und lagere 
bei 4°C fur maximal zwei Monate. Die Losung sollte auf Raum- 
temperatur vor Verwendung oder Verdunnung erwarmt werden. 

3 . Verfahren zur Hers t el lung von Nanosorav 

Plaziere die Ruhrvorrichtung in einen Abzug. Plaziere 100 ml 
der 3,5 % PVA-Losung in den 200 ml Becher mit Wassermantel . 
Verbinde das Haake-Wasserbad mit diesem Becher und erlaube den 
Inhalten, auf 27°C (+/- 1°C) fur 10 Minuten zu aquilibrieren. 
Stelle die Anfangsgeschwindigkeit des Uberkopf ruhrers auf 
3.000 Upm (+/- 200 Upm) ein. Plaziere das Blatt des Uberkopf - 
ruhrers zur Halfte in die PVA-Losung und starte den Ruhrer. 
Tropfe 10 ml Polymerldsung (Polymerlosung, die verwendet wird, 
auf der Basis des Typs von Nanospray, das produziert werden 
soli) in den ruhrenden PVA uber eine Zeitspanne von 2 Minuten 
unter Verwendung einer automatischen 5 ml Pipette. Stelle die 
Ruhrgeschwindigkeit nach 3 Minuten auf 2.500 Upm (+/- 200 Upm) 
ein und belasse den Aufbau fur 2,5 Stunden. Entferne das Ruhr- 
blatt nach 2,5 Stunden von dem Nanospraypraparat und spule mit 
10 ml destilliertem Wasser ab. Erlaube der Abspiillosung, in 
das Nanospraypraparat einzuf lieSen. 

Giefie das Mikrospharenpraparat in einen 500 ml Becher. Wasche 
das mit einem Temperiermantel versehene Wasserbad mit 70 ml 
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destilliertem Wasser. Erlaube der 70 ml Nachspullosung, in das 
Mikrospharenpraparat einzufliefcen. Rtihre das 180 ml Mikrospha- 
renpraparat mit einem Glasstab und giefie gleiche Mengen davon 
in vier 50 ml Zentrifugenrohrchen aus Polypropylen. Verschlie- 
Se die Rohrchen. Zentrifugiere die verschlossenen Rohrchen bei 
10.000 g (+/- 1.000 g) fur 10 Minuten. Ziehe, unter Verwendung 
einer automatischen 5 ml Pipette oder Vakuumabsaugung, 45 ml 
der PVA-L6sung von jedem Mikrospharenpellet ab und verwerfe 
sie. Setze 5 ml destilliertes Wasser zu jedem Zentrifugenrohr- 
chen zu und verwende einen Vortex, urn die Mikrospharen in je- 
dem Rohrchen zu resuspendieren. Vereinige die vier Mikrospha- 
rensuspensionen in ein Zentrifugenrohrchen unter Verwendung 
von 2 0 ml destilliertem Wasser. Urn die Mikrospharen zu wa- 
schen, zentrifugiere das Nanospraypraparat fur 10 Minuten bei 
10.000 g (+/- 1.000 g) . Ziehe den Uberstand von dem Mikrospha- 
renpellet ab. Setze 40 ml destilliertes Wasser zu und verwende 
einen Vortex, urn die Mikrospharen zu resuspendieren. Wiederho- 
le diesen Prozefi zweimal mehr fur insgesamt drei Waschungen. 
Nehme eine vierte Waschung vor, verwende aber nur 10 ml (nicht 
40 ml) destilliertes Wasser beim Resuspendieren der Mikrospha- 
ren. Uberfuhre das Mikrospharenpraparat nach der vierten Wa- 
schung in ein vorab gewogenes Glasszintillationsrohrchen. 

VerschlieSe das Rohrchen und lasse es fur 1 Stunde bei Raum- 
temperatur (25°C) stehen, urn den Mikrospharen mit 2 (im und 3 
/xm Durchmesser zu erlauben, unter Schwerkraft auszusedimentie- 
ren. Ziehe die oberen 9 ml Suspension unter Verwendung einer 
automatischen 5 ml Pipette nach 1 Stunde ab. Plaziere die 9 ml 
in ein steriles verschlossenes 50 ml Zentrifugenrohrchen. Zen- 
trifugiere die Suspension bei 10.000 g (+/- 1.000 g) fur 10 
Minuten. Verwerfe den Uberstand und resuspendiere das Pellet 
in 20 ml sterile Saline. Zentrifugiere die Suspension bei 
10.000 (+/- 1.000 g) fur 10 Minuten. Verwerfe den Uberstand 
und resuspendiere das Pellet in steriler Kochsalzlosung. Die 
Menge an verwendeter Saline hangt von der letztendlich erfor- 
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derlichen Suspensionskonzent ration (gewohnlicherweise 10 % 
w/v) ab. Spule die Aerosolvorrichtung in steriler Saline 
grundlich und setze die Nanospr ay suspension dem Aerosol zu. 

C. Herstellung von Taxol -beladenem Nanospray 

Verwende Taxol, (Sigma-Grad Reinheit 95 %) , urn Nanospray, das 
Taxol enthalt, herzustellen. Urn die Polymerwirkstof f stammlo- 
sung herzustellen, wiege die geeignete Menge Taxol direkt in 
ein 20 ml Glasszintillationsrohrchen ab. Die geeignete Menge 
wird bestimmt auf der Basis des Prozentsatzes an Taxol, der in 
Nanospray sein soli. Wenn z.B. Nanospray, das 5 % Taxol ent- 
halt, b.enotigt werden wurde, dann wurde die abgewogene Menge 
an Taxol 25 mg sein, da die Menge an zugesetztem Polymer 10 ml 
eines 5 % Polymers in DCM-L6sung ist (siehe nachster Schritt) . 

Setze 10 ml der geeigneten 5 % Polymerlosung zu dem Rohrchen 
zu, das das Taxol enthalt. VerschlieSe das Rohrchen und wirble 
oder handschuttle es, urn das Taxol zu losen (visuelle Kontrol- 
le, urn zu gewahrleisten, daS Taxol gelost ist) . Markiere das 
Rohrchen mit dem Datum, an dem es hergestellt wurde. Dies 
sollte verwendet werden, an dem Tag, an dem es hergestellt 
wird. 

Folge den Prozeduren, wie oben beschrieben, ausgenommen, daS 
die Polymerlosung durch die Polymer- /Wirkstoff (z.B. Taxol) - 
Stammlosung ersetzt wird. 



D. Verfahren zum Herstellen von Film 

Die Bezeichnung Film bezieht sich auf ein Polymer, das in ei- 
ner von vielen geometrischen Formen gebildet ist. Der Film 
kann ein dunnes, elastisches Polymerblatt oder eine 2 mm dicke 
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Polymerscheibe sein. Der Film ist konstruiert, urn auf expo- 
niertem Gewebe plaziert zu werden, so daS ein enkapsulierter 
Wirkstoff aus dem Polymer uber eine lange . Ze it sparine an der 
Gewebestelle freigesetzt wird. Filme konnen durch mehrere Pro- 
zesse hergestellt werden, einschliefilich, z.B, durch GieSen 
und durch Spruhen. 

Bei der GieStechnik wird Polymer entweder geschmolzen und in 
eine Form gegossen oder in Dichlormethan gelost und in eine 
Form gegossen. Das Polymer verfestigt sich dann entweder wenn 
es abkiihlt oder es verfestigt sich, wenn das Losungsmittel 
verdampft. Bei der Spruhtechnik wird das Polymer in Losungs- 
mittel gelost und auf Glas aufgespruht und das Polymer verfe- 
stigt sich auf dem Glas, wenn das Losungsmittel verdampft. 
Wiederholtes Spruhen erlaubt Aufbauen eines Polymers in einen 
Film, der vom Glas abgeschalt werden kann. 

Reagenzien und Ausrustung, die in diesen Experiment en verwen- 
det werden konnen, schliefien ein einen kleinen Becher, Heiz- 
plattenruhrer von Corning, Giefiformen (z.B. 50 ml Zentrifugen- 
rohrchendeckel) und Formhaltevorrichtung, 20 ml Glasszintilla- 
tionsrohrchenkappe (vom Kunststof f insertionstyp) , TLC-Zerstau- 
ber, Stickstoffgastank, Polycaprolacton ("PCL" - Molekularge- 
wicht 10.000 bis 20.000; Polysciences) , Taxol (Sigma Reinheit 
95 %) , Ethanol, "gewaschenes" (siehe oben) Ethylenvinylacetat 
("EVA"), Poly (DL)Milchsaure ( "PLA" -Molekulargewicht 15.000 bis 
25.000; Polysciences), Dichlormethan (HPLC-Grad Fisher Scien- 
tific) . 



1. Verfahren zum Herstellen von Filmen - Schmelzgiefien 

Wiege eine bekannte Menge PCL direkt in einen kleinen Glasbe- 
cher. Plaziere den Becher in einen groSen Becher, der Wasser 
enthalt (urn als Wasserbad zu fungieren) und stelle ihn auf die 
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heifie Platte bei 70 °C fur 15 Minuten oder bis das Polymer 
vollstandig geschmolzen ist. Setze eine bekannte Menge Wirk- 
stoff zu dem geschmolzenen Polymer zu und riihre die Mischung 
griindlich. Um Dispersion des Wirkstoffes in dem geschmolzenen 
PCL zu unterstutzen, kann der Wirkstoff suspendiert/aufgelost 
werden in einem geringen Volumen (< 10 % des Volumens des ge- 
schmolzenen PCL) von 100 % Ethanol. Diese Ethanol suspension 
wird dann in das geschmolzene Polymer eingemischt . Giefie das 
geschmolzene Polymer in eine Form und lasse es dort, um abzu- 
kuhlen. Lagere den Film in einem GefaS nach dem Abkuhlen. 

2. Verfahren zum Herstellen von Filmen - Losungsmittel- 
qiegen 

Wiege eine bekannte Menge PCL direkt in ein 20 ml Szintilla- 
tionsrohrchen ein und gebe ausreichend DCM zu, um eine 10 % 
w/v-Ldsung zu erreichen. VerschlieSe das Rohrchen und mische 
die Losung. Fuge hinreichend Taxol zu der L6sung zu, um die 
erwunschte Taxolendkonzentration zu erreichen. Verwende Hand- 
schutteln oder Wirbeln, um das Taxol in der Losung aufzulosen. 
Lasse die Losung fur eine Stunde stehen (um die Gegenwart von 
Luftblasen zu verringern) und gieSe es dann langsam in eine 
Form. Die verwende te Form basiert auf der erwiinschten raumli- 
chen Form. Plaziere die Form im Abzug uber Nacht. Das wird dem 
DCM erlauben, zu verdampfen. Lasse den Film entweder in der 
Form, um ihn zu lagern, oder schale ihn heraus und lagere ihn 
in einem verschlossenen Container. 

3 . Verfahren zum Herstellen von Filmen - gesoruht 

Wiege ausreichend Polymer direkt in ein 20 ml Glasszintilla- 
tionsrohrchen und setze ausreichend DCM zu, um eine 2 % w/v- 
Losung zu erreichen. VerschlieSe das Rohrchen und mische die 
Losung, um Polymer aufzulosen (Handschutteln) . Baue die Formen 
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in vertikaler Orientierung in einer geeigneten Formhaltevor- 
richtung im Abzug zusammen. Posit ioniere diese Formhaltevor- 
richtung 6 bis 12 Inch iiber dem Boden des Abzugs auf einem 
geeigneten Trager (z.B. umgedrehter 2.000 ml Glasbecher) , urn 
horizontales Spruhen zu erlauben. Uberfuhre, unter Verwendung 
einer automat ischen Pipette, ein geeignetes Volumen (ein Mini- 
mum von 5 ml) der 2 % Polymer losung in ein getrenntes 20 ml 
Glasszintillationsrohrchen. Setze ausreichend Taxol der Losung 
zu und lose es durch Schutteln des verschlossenen Rohrchens 
mit der Hand, Um es fiir das Bespruhen vorzubereiten, entferne 
den Deckel dieses Rohrchens und tauche (nur) das Spritzgehause 
eines TLC- Zerstaubers in die Polymerlosung. Beachte: das Vor- 
ratsgefafi des Zerstaubers wird in dieser Prozedur nicht ver- 
wendet - das 20 ml Glasrohrchen dient als ein Reservoir. 

Verbinde den Stickstof f tank mit dem GaseinlaS des Zerstaubers. 
Erhohe graduell den Druck bis Zerstauben und Bespruhen be- 
ginnt. Notiere den Druck und verwende diesen Druck wahrend der 
Prozedur. Um die Formen zu bespruhen, verwende 5 Sekunden os- 
zillierende Spruhungen mit einer Trockenzeit 15 Sekunden zwi- 
schen den Bespruhungen. Store die Gasleitung wahrend der 
Trockenzeit mit dem Finger, um Verschwendung des Sprays zu 
vermeiden. Das Bespruhen wird fortgesetzt, bis eine geeignete 
Dicke an Polymer auf der Form abgelagert ist. Die Dicke ba- 
siert auf der Anforderung. Lasse die gespruhten Filme an den 
Formen angelagert und lagere sie in versiegelten GefaSen. 



E. Verfahren zum Herstellen von Nanopaste 

Nanopaste ist eine Suspension aus Mikrospharen, die in einem 
hydrophilen Gel suspendiert sind. In einem Aspekt der Erf in- 
dung kann das Gel Oder die Paste uber Gewebe aufgestrichen 
werden als ein Verfahren zum Lokalisieren von Wirkstof f-bela- 
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denen Mikrospharen nahe dem Zielgewebe. Da auf Wasserbasis, 
wird die Paste bald verdiinnt werden mit Korperf luiden, was 
eine Abnahme der Klebrigkeit der Paste und eine Tendenz der 
Mikrospharen auf nahegelegenem Gewebe abgelagert zu werden 
verursacht. Ein Pool von Mikrospharen- enkapsuliert em Wirkstoff 
wird dadurch nahe dem Zielgewebe lokalisiert. 

Reagenzien und Ausrustung, die verwendet werden konnen in die- 
sen Experimenten, schliefien Glasbecher, Carbopol 925 (pharma- 
zeutische Stufe, Goodyear Chemical Co.), destilliertes Wasser, 
Natriumhydroxid (1 M) in Wasserlosung, Natriumhydroxidldsung 
(5 M) in Wasserlosung, Mikrospharen im GroSenbereich von 0 f l 
fira bis 3 /*m, suspendiert in Wasser bei 20 % w/v (siehe oben) , 
ein. 

1. Hers tel lung von 5 % w/v Carbopol -Gel 

Gebe eine ausreichende Menge Carbopol zu 1 M Natriumhydroxid 
zu, urn eine 5 % w/v Losung zu erreichen. Urn das Carbopol in 
dem 1 M Natriumhydroxid zu losen, erlaube der Mischung, sich 
f&r etwa 1 Stunde zu setzen. Ruhre die Mischung unter Verwen- 
dung eines Glasstabes wahrend dieser Zeitspanne. Bestimme den 
pH der Mischung nach 1 Stunde. Ein niedriger pH zeigt an, daS 
das Carbopol nicht vollstanig gelost ist. Der pH, den Sie zu 
erreichen trachten, betragt 7,4. Verwende 5 M Natriumhydroxid, 
um den pH einzustellen. Dies wird erreicht durch langsames 
Hinzufugen von Tropfen von 5 M Natriumhydroxid zur Mischung, 
Rxihren der Mischung und Bestimmen des pH der Mischung. Es 
braucht typischerweise in etwa 1 Stunde, um den pH auf 7,4 
einzustellen. Wenn ein pH von 7,4 erst einmal erreicht ist, 
bedecke das Gel und lasse es sich fur 2 bis 3 Stunden abset- 
zen. Kontrolliere den pH nach dieser Zeitspanne, um zu gewahr- 
leisten, daS er noch bei 7,4 ist. Wenn er sich verandert hat, 
stelle ihn zuruck auf pH 7,4 unter Verwendung von 5 M Natrium- 
hydroxid. Erlaube dem Gel, sich fur einige Stunden abzusetzen, 
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um zu gewahrleisten, dafi der pH bei 7,4 stabil iet. Wiederhole 
den Prozefi, bis der erwtinschte pH erreicht und stabil ist. 
Markiere den Behalter mit dem Namen des Gels und dem Datum. 
Das Gel soil verwendet werden, um Nanopaste innerhalb der 
nachsten Woche herzustellen. 

2 . Verfahren zum Herstellen von Nanopaste 

Gebe ausreichend Mikrospharen mit 0,1 fim bis 3 /zm zu Wasser, 
um eine 20 % Suspension der Mikrospharen herzustellen. Gebe 8 
ml des 5 % w/v Carbopolgels in einen Glasbecher. Setze 2 ml 
der 20 % Mikrospharensuspension dem Becher zu. Riihre die Mi- 
schung unter Verwendung eines Glasstabes Oder eines Mischspa- 
tels, um die Mikrospharen im gesamten Gel grundlich zu disper- 
gieren. Das dauert typischerweise 30 Minuten. Nachdem die Mi- 
krospharen einmal im Gel dispergiert sind, gebe die Mischung 
in ein Aufbewahrungsgef aS. Lagere das Gefafi bei 4°C. Sie muS 
innerhalb eines Monats verwendet werden. 

BEISPIEL 11 

KONTROLLIERTE FREI SETZUNG VON TAXOL AUS MIKROSPHAREN, 

DIE ZUSAMMENGESETZT SIND AUS EINER MISCHUNG AUS 
ETHYLENVINYLACETATCOPOLYMER UND POLY (D, L-MILCHSAURE) . 
IN VIVO TEST DER MIKROSPHAREN IM CAM- TEST 

Dieses Beispiel beschreibt die Herstellung von Taxol beladenen 
Mikrospharen, die zusammengesetzt sind aus einer Mischung aus 
biologisch abbaubarem Poly (d, 1 -Mil chsaure) (PLA) -Polymer und 
nicht abbaubarem Ethylenvinylacetat (EVA) -Copolymer . Zusatz- 
lich wird die in vitro -Freisetzunasrate und anti-angiogene 
Aktivitat von Taxol, das von auf einer CAM plazierten Mikros- 
pharen freigesetzt wird, gezeigt. 

Reagenzien, die in diesen Experimenten verwendet wurden, 
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schliefien Taxol, das von Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO) 
gekauft wurde; PLA (Molekulargewicht 15.000 bis 25.000) und 
EVA (60 % Vinylacetat) (gekauft von Polysciences (Warrington, 
PA); Polyvinylalkohol (PVA) (Molekulargewicht 124.000 bis 
186.000, 99 % hydrolysiert, gekauft von Aldrich Chemical Co. 
(Milwaukee, WI) ) und Dichlormethan (DCM) (HPLC-Grad, erhalten 
von Fisher Scientific Co.) ein. Destilliertes Wasser wird die 
ganze Zeit verwendet. 

A. Herstelluncr von Mikrospharen 

Mikrospharen werden hergestellt im wesent lichen wie beschrie- 
ben in Beispiel 8 unter Verwendung des Losungsmittelverdamp- 
f ungsverf ahrens . Kurz gesagt werden 5 % w/v-Polymerlosungen in 
20 ml DCM hergestellt unter Verwendung von Mischungen von 
EVA: PLA zwischen 35:65 bis 90:10. Zu 5 ml 2,5 % w/v PVA in 
Wasser in einem 20 ml Glasrohrchen wird 1 ml der Polymerlosung 
tropfenweise unter Ruhren zugegeben. Sechs ahnliche Rohrchen 
werden zusammengesetzt in einem Uberkopfruhrer mit sechs Posi- 
tionen, Auf losungstestvorrichtung (Vanderkamp) und bei 200 Upm 
geruhrt. Die Temperatur dieser Rohrchen wird erhoht von Raum- 
tentperatur auf 40°C uber 15 Minuten und bei 40°C fur 2 Stunden 
gehalten. Rohrchen werden bei 500 xg zentrifugiert und die 
Mikrospharen dreimal in Wasser gewaschen. Bei manchen EVA : PLA- 
Polymermischungen aggregierten die Mikrospharenproben wahrend 
der Waschstufe infolge der Entfernung des Dispersions- oder 
Emulgiermittels, PVA. Dieser Aggregationsef f ekt konnte semi- 
quantitativ \intersucht werden, da aggregierte Mikrospharen 
miteinander verschmolzen und die verschmolzene Polymermasse 
auf der Oberflache des Waschwassers flotierte. Diese Oberfla- 
chenpolymerschicht wird wahrend der Wasserbehandlung verworfen 
und die verbliebenen, pelletierten Mikrospharen werden gewo- 
gen. Die %-Aggregation werden bestimmt aus 
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% -Aggregation = 1- (Gewicht der pelletierten Mikrospharen) xlOO 

anfangliches Polymergewicht 

Taxol beladene Mikrospharen (0,6 % w/w Taxol) werden durch 
Auflosen des Taxol s in der 5 % w/v Polymerlosung in DCM herge- 
stellt. Die verwendete Polymermischung ist 50:50 EVA: PLA. Eine 
"groSe" Grofienf raktion und eine "kleine" Grofienf raktion von 
Mikrospharen werden hergestellt durch tropf enweises Zugeben 
der Taxol/ Polymer -Losung in 2,5 % w/v PVA bzw. 5 % w/v PVA. 
Die Dispersionen werden bei 40 °C bei 200 Upm fur 2 Stunden ge- 
ruhrt, zentrifugiert und dreimal in Wasser, wie oben beschrie- 
ben, gewaschen. Die Mikrospharen werden luftgetrocknet und wie 
oben nach KorngroSenklassen unter Verwendung eines optischen 
Mikroskopes mit einem Stuf enmikrometer eingeteilt. Uber 300 
Mikrospharen werden pro Probe gezahlt. Kontrollmikrospharen 
(ohne Taxol) werden hergestellt und nach KorngroSenklassen, 
wie oben beschrieben, eingeteilt. 

B. Verkaoselunasef f izienz 

Bekannte Gewicht e an Taxol -beladenen Mikrospharen werden in 1 
ml DCM aufgelost, 20 ml 40 % Acetonitril in Wasser bei 50 °C 
zugesetzt und gewirbelt, bis das DCM verdarnpft worden war. Die 
Taxolkonzentration im 40 % Acetonitril wird bestimmt durch 
HPLC unter Verwendung einer mobilen Phase aus Wasser Metha- 
nol : Acetonitril (37:5:58) bei einer PluSrate von 1 ml/min 
(isokratische Pumpe von Beckman) , einer C8-Umkehrphasensaule 
(Beckman) und UV-Detektion bei 232 nm. Urn die Wiederauf f in- 
dungseff izienz dieser Extraktionsprozedur zu bestimmen, werden 
bekannte Gewichte an Taxol von 100 bis 1.000 fig in 1 ml DCM 
aufgelost und derselben Extraktionsprozedur dreifach, wie oben 
beschrieben, unterworfen. Wiedergewinnungen sind immer groSer 
als 85 % und die Werte der Verkapselungseff izienz werden in 
geeigneter Weise korrigiert. 
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C. Wirkstof f f reisetzunasstudien 

In 15 ml Glasrohrchen mit Schraubdeckel werden 10 ml 10 mM 
Phosphat-gepufferte Saline (PBS), pH 7,4 und 35 mg Taxol-be- 
schichtete Mikrospharen plaziert. Die Rohrchen werden bei 37°C 
imd bei gegebenen Zeitintervallen umgesturzt, bei 1.500 xg fur 
5 Minuten zentrifugiert und der Uberstand aufgehoben fur die 
Analyse. Mikrospharenpellets werden in frischem PBS (10 ml) 
bei 37°C resuspendiert und inkubiert. Taxolkonzentrationen 
werden bestimmt durch Extraktion in 1 ml DCM, gefolgt von Ver- 
dampfung bis zur Trockne unter einem Stickstof f strom, Rekon- 
stitution in 1 ml 40 % Acetonitril in Wasser und Analyse unter 
Verwendung von HPLC, wie oben beschrieben. 

D. Rasterelektronenmikroskopie (SEM) 

Mikrospharen werden auf Probenhaltern plaziert, Sputter-be- 
schichtet mit Gold und Mikrofotos erhalten unter Verwendung 
eines Philips 501B SEM, betrieben bei 15 kV. 

E. CAM-Studien 

Befruchtete Haushuhnchenembiyonen werden vor der schalenlosen 
Kultivierung fur 4 Tage inkubiert. Die Eiinhalte werden bei 90 
% relativer Luf tfeuchtigkeit und 3 % C0 2 fur 2 Tage inkubiert. 
Am Tag 6 der Inkubation werden 1 mg Aliquots von 0 f 6 % Taxol- 
beladenen Oder Kontroll (Taxol-freien) -Mikrospharen direkt auf 
die CAM-Oberf lache plaziert. Nach zweitagiger Exposition wird 
die Vaskulatur bestimmt unter Verwendung eines Stereomikros- 
kops, das mit einer Videokamera verbunden ist; die Videosigna- 
le werden dann auf einem Computer dargestellt und auf Video 
auf genommen . 

F. Ergebnisse 



- 93 - 



Mikrospharen, die aus 100 % EVA hergestellt sind, sind frei 
suspendiert in Losungen von PVA, aggregierten und koaleszier- 
ten oder verschmolzen aber extensiv bei nachfolgendem Waschen 
in Wasser, urn das PVA zu entfernen. Mischen von EVA mit einem 
zunehmenden Anteil von PLA lieferte Mikrospharen, die eine 
verringerte Neigung aufwiesen, zu aggregieren und zu koales- 
zieren, wenn in Wasser gewaschen, wie in Fig. 15A beschrieben. 
Eine 50:50 Mischung von EVA: PLA bildete Mikrospharen mit guter 
physikalischer Stabilitat, d.h., die Mikrospharen blieben dis- 
kret und gut suspendiert mit vernachlassigbarer Aggregation 
und Koaleszenz. 

Der GroSenbereich fur die "kleine" GroSenf raktion von Mikro- 
spharen wird bestimmt als > 95 % der Mikrospharenprobe (bezo- 
gen auf das Gewicht) zwischen 10 bis 30 und fur die "groSe" 
GroSenf raktion > 95 % der Probe (bezogen auf das Gewicht) zwi- 
schen 30 bis 100 fim. Representative Rasterelektronenmikrofoto- 
grafien von Taxol-beschichteten 50:50 EVA:PLA-Mikrospharen in 
den "kleinen" und "groSen" GroSenbereichen sind in Pig. 15B 
bzw. 15C gezeigt. Die Mikrospharen sind spharisch mit einer 
glatten Oberflache und mit keinem Beweis fur festen Wirkstof f 
auf der Oberflache der Mikrospharen. Die Effizienz des Bela- 
dens von 50:50 EVA: PLA- Mikrospharen mit Taxol betragt zwischen 
95 und 100 % bei anfanglichen Taxolkonzentrationen von zwi- 
schen 100 bis 1.000 mg Taxol pro 50 mg Polymer. Es bestehen 
keine signif ikanten Unterschiede (Student t-Test, p < 0,05) 
zwischen den Verkapselungsef f izienzen fur entweder "kleine" 
oder "groSe" Mikrospharen. 

Der Zeitverlauf von Taxol frei set zung von 0,6 % w/v beladenen 
50:50 EVA:PLA-Mikrospharen ist in Fig. 15D fur "kleine" (offe- 
ne Kreise) und "grofie" (geschlossene Kreise) Mikrospharen ge- 
zeigt. Die Freisetzungsratenstudien wurden in drei Rohrchen in 
drei verschiedenen Experimenten durchgef uhrt . Die Freiset- 
zungsprofile sind biphasisch mit einer anfanglichen schnellen 
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Freisetzung von Taxol oder "burst "-Phase, die uber die ersten 
vier Tage von Mikrospharen beider GroSenbereiche erfolgt. Dem 
folgt eine Phase viel langsamerer Freisetzung. Es gibt keine 
signif ikanten Unterschiede zwischen den Freisetzungsraten von 
"kleinen" oder "grofien" Mikrospharen. Zwischen 10 bis 13 % des 
Gesamttaxolgehalts der Mikrospharen wird in 50 Tagen freige- 
setzt. 

Die Taxol beladenen Mikrospharen (0,6 % w/v Beladung) werden 
getestet unter Verwendung des CAM-Tests und die Ergebnisse 
werden in Fig. 15E dargestellt. Die Taxolmikrospharen setzen 
ausreichend Wirkstoff frei, urn eine Zone der Avaskularitat im 
umgebenden Gewebe herzustellen (Fig. 15F) . Beachte, daS unmit- 
telbar benachbart den Mikrospharen ("MS" in Fig. 15E und 15F) 
ein Gebiet exist iert, in dem Blutgef&Se vollstandig fehlen 
(Zone 1) ; weiter von den Mikrospharen entfernt ist ein Gebiet 
aus zerrissenen, nicht funktionierenden Kapillaren (Zone 2) ; 
nur in einer Entf ernung von etwa 6 mm von den Mikrospharen 
werden die Kapilaren wieder normal. In CAMs, die mit Kontroll- 
mikrospharen (ohne Taxol) behandelt wurden, existiert eine 
normale Kapillarnetzwerkarchitektur . 

Diskussion 

Arterielle Chemoembolisierung ist eine invasive chirurgische 
Technik. Deshalb wiirde idealerweise eine chemoembolische For- 
mulierung eines anti-angiogenen und anti-Krebswirkstof f es wie 
Taxol den Wirkstoff an der Tumorstelle freisetzen in Konzen- 
trationen, die ausreichend sind fur Aktivitat fur eine verlan- 
gerte Zeitspanne, in der GroSenordnung von einigen Monaten. 
EVA ist ein Gewebe -kompatibles nicht -abbaubares Polymer, das 
extensiv fur die kontrollierte Freisetzung von Makromolekulen 
uber lange Zeitperioden (> 100 Tage) verwendet worden ist. 

EVA wird anfanglich als ein polymeres Biomaterial ausgewahlt 
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zum Herstellen von Mikrospharen mit Taxol, das in der Polymer- 
matrix dispergiert ist. Jedoch aggregierten und koaleszierten 
Mikrospharen, die mit 100 % EVA hergestellt waren, fast voll- 
standig wahrend der Waschprozedur. 

Polymere und Copolymere auf der Basis von Milchsaure und Gly- 
kolsaure sind physiologisch inert und biokompatibel und zer- 
f alien durch Hydrolyse in toxikologisch akzeptable Produkte. 
Copolymere aus Milchsaure und Glykolsaure weisen schnellere 
Abbauraten auf als PLA und Wirkstoff beschichtete Mikrospha- 
ren, die hergestellt sind unter Verwendung dieser Copolymere, 
sind nicht geeignet fur verlangerte, kontrollierte Freisetzung 
uber mehrere Monate. Dollinger und Sawan mischten PLA mit EVA 
und zeigten, daS die Abbauhalbwertszeit von PLA erhoht ist, 
wenn der Anteil von EVA in der Mischung erhoht wird. Dies 
schlagt vor, da£ Mischungen aus EVA und PLA eine Polymermatrix 
vorsehen sollten mit besserer mechanischer Stabilitat und Kon- 
trolle der Wirkstoff freisetzungsraten als PLA. 

Fig. 15A zeigt, da£ Erhohen des Anteils von PLA in einer 
EVArPLA-Mischung den Umfang der Aggregation der Mikrospharen- 
suspension verringerte. Mischungen von 50 % oder weniger von 
EVA in der EVA : PLA-Matrix produzierten physikalisch stabile 
Mikrospharensuspensionen in Wasser oder PBS. Eine Mischung aus 
50:50 EVA: PLA wird ausgewahlt fur alle nachfolgenden Studien. 

Verschiedene GroSenbereichsfraktionen von Mikrospharen konnten 
hergestellt werden durch Andern der Konzentration des Emul- 
giermittels, PVA, in der wassrigen Phase. "Kleine" Mikrospha- 
ren werden hergestellt bei der hoheren PVA-Konzentration von 5 
% w/v, wohingegen "grofie" Mikrospharen hergestellt werden bei 
2,5 % w/v PVA. Alle anderen Produktionsvariablen sind iden- 
tisch fur beide Mikrospharengrofienfraktionen. Die hohere Kon- 
zentration an Emulgiermittel ergab viskoseres w&ssriges Dis- 
persionsmedium und produzierte kleine Tropfchen von Polymer/- 
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Taxol /DCM, die in der wassrigen Phase emulgierten und somit 
kleinere Mikrospharen. Die Taxol beladenen Mikrospharen ent- 
hielten zwischen 95 bis 100 % des anfanglichen, der organisch- 
en Phase zugesetzten Taxols, das innerhalb der festen Mikros- 
pharen enkapsuliert ist. Die geringe Wasserloslichkeit von 
Taxol begiinstigte ein Verteilen in die organische Phase, die 
das Polymer enthielt. 

Freisetzungsraten von Taxol aus den 50:50 EVA:PLA-Mikrospharen 
sind sehr langsam, wobei weniger als 15 % des beladenen Taxols 
in 50 Tagen freigesetzt werden. Die anfangliche "burst" -Phase 
der Wirkstofffreisetzung kann auf der Diffusion von Wirkstof f 
von den oberf lachlichen Regionen der Mikrospharen (nahe der 
mikrospharen Oberflache) beruhen. 

Man glaubt, dafi der Mechanismus der Wirkstofffreisetzung von 
nicht abbaubaren Polymermatrices wie EVA Diffusion von Wasser 
durch die dispergierte Wirkstof f phase innerhalb des Polymers, 
Auflosen des Wirkstoffes und Diffusion des gelosten Stoffes 
durch eine Reihe von untereinander verbundenen, f lussigkeits- 
gefullten Poren involviert. Man hat gezeigt, dafi Mischungen 
aus EVA und PLA nicht mischbar oder bikontinuierlich sind uber 
einen Bereich von. 30 bis 70 % EVA in PLA. In Abbaustudien in 
PBS-Puffer bei 37°C, nach einer Induktions- oder Lag-Periode, 
degradierte und erodierte PLA hydrolytisch von der EVA: PLA - 
Polymermischungsmatrix unter Zurucklassung eines inaktiven 
Schwamm-ahnlichen Skelets. Obwohl die Induktionsperiode und - 
rate von PLA-Abbau und Erosion von den gemischten Matrices von 
dem Anteil von PLA in der Matrix und der Prozefivorgeschichte 
abhingen, gibt es in konsistenter Weise wenig oder keinen Ver- 
lust an PLA bis nach 40-50 Tagen. 

Obwohl etwas Erosion von PLA von den 50:50 EVA:PLA-Mikrospha- 
ren innerhalb der 50 Tage der in vi tro-Freisetzungsratenstudie 
(Fig. 15C) erfolgt sein kann, ist es wahrscheinlich, dafi der 
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Primarmechanismus der Wirkstof f freisetzung von der Polymermi- 
schung Diffusion von gelostem Stoff durch ein Porennetzwerk in 
der Polymermatrix ist. 

Beim AbschluS der Freisetzungsratenstudie werden die Mikro- 
spharen hinsichtlich der Menge des verbliebenen Wirkstoffes 
untersucht. Die Werte fur die Prozent Taxol, die in den 
Mikrospharenproben nach 50-tagiger Inkubation verbleiben, sind 
94 % +/- 9 % und 89 % +/- 12 % fur "groSe" bzw. "kleine" Gro- 
fienf rakt ionsmikrospharen . 

Mikrospharen, die mit 6 mg pro mg Polymer (0,6 %) beladen wa- 
ren, wiesen extensive Inhibierung von Angiogenese auf , wenn 
auf der CAM der Embryonenkuken plaziert (Fig, 15E und 15F) . 

BEISPIEL 12 

TAXOL - VERKAPS ELUNG IN POLY (E-CAPROLACTON) -MIKROSPHAREN. 
INHIBIERUNG VON ANGIOGENESE IM CAM-TEST DURCH TAXOL - 
BELADENE MIKROSPHAREN 

Dieses Beispiel bewertet das in vitro-Freisetzungsratenprof il 
von Taxol von biologisch abbaiibaren Mikrospharen aus Poly(E- 
Caprolacton) und zeigt die anti-angiogene Wirkung von Taxol, 
das von diesen Mikrospharen freigesetzt wird, wenn auf dem CAM 
plaziert, 

Reagenzien, die in diesen Experimenten verwendet wurden # 
schlieSen ein: Poly (E-Caprolacton) ("PCL" ) (Molekulargewicht 
35.000 bis 45.000; gekauft von Polysciences (Warrington, PA) ) ; 
Dichlormethan ("DCM" ) von Fisher Scientific Co., Kanada; Poly- 
vinylalkohol (PVA) (Molekulargewicht 1.200 bis 18.000, 99 % 
hydrolysiert) von Aldrich Chemical Co. (Milwaukee, Wis.) und 
Taxol von Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO) . Sofern nicht 
anders angegeben, werden alle Chemikalien und Reagenzien wie 
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geliefert verwendet. Destilliertes Wasser wird die ganze Zeit 
verwendet . 



A. Herstellung von Mikrospharen 

Mikrospharen werden hergestellt im wesentlichen wie beschrie- 
ben in Beispiel 8 unter Verwendung des Losungsmittelverdamp- 
f ungsverf ahrens . Kurz gesagt werden 5 % w/w Taxol -beladene 
Mikrospharen hergestellt durch Auflosen von 10 mg Taxol und 
190 mg PCL in 2 ml DCM, hinzufugen zu 100 ml 1 % wassriger 
Losung von PVP und Ruhren bei 1.000 Upm bei 25 °C fur 2 Stun- 
den. Die Mikrospharensuspension wird bei 1.000 xg fur 10 Minu- 
ten zentrifugiert (Beckman GPR) , der Uberstand entf ernt und 
die Mikrospharen dreimal mit Wasser gewaschen. Die gewaschenen 
Mikrospharen werden uber Nacht luftgetrocknet und bei Raumtem- 
peratur gelagert. Kontrollmikrospharen (ohne Taxol) werden wie 
oben beschrieben hergestellt. Mikrospharen, die 1 % und 2 % 
Taxol enthalten, werden auch hergestellt. Mikrospharen werden 
nach KorngroSenklassen eingeteilt unter Verwendung eines opti- 
schen Mikroskops mit einem Stuf enmikrometer . 

B. Verlapselunasef f izienz 

Ein bekanntes Gewicht von Wirkstof f -beladenen Mikrospharen 
(etwa 5 mg) wird in 8 ml Acetonnitril gelost und 2 ml destil- 
liertes Wasser werden zugegeben, um das Polymer zu prazipitie- 
ren. Die Mischung wird bei 1.000 g fur 10 Minuten zentrifu- 
giert und die Menge an enkapsuliertem Taxol wird berechnet aus 
der Absorbanz des Uberstandes, die in einem UV-Spektrophot ©me- 
ter (Hewlett-Packard 8452A Dioden-Array- Spectrophotometer) bei 
232 nm gemessen wird. 
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C. Wirkstof f freisetzunasstudien 

Etwa 10. mg Taxol-beladene Mikrospharen werden in 20 ml 10 mM 
Phosphat-gepuf ferter Saline, pH 7,4 (PBS) in Schraubdeckel- 
rohrchen suspendiert. Die Rohrchen werden kopfuber gestftrtzt 
bei 37°C, und 19,5 ml Uberstand bei gegebenen Zeitintervallen 
entfernt (nachdem man den Mikrospharen erlaubt hatte, sich auf 
dem Boden abzusetzen) , filtriert durch ein 0,45 ml Membranfil- 
ter und zuruckbehalten fur Taxolanalyse. Ein gleiches Volumen 
PBS wird in jedem Rohrchen wieder plaziert, urn Sinkbedingungen 
wahrend der Studie auf rechtzuerhalten. Die Filtrate werden mit 
3 x 1 ml DCM extrahiert, die DCM-Extrakte zur Trockene unter 
einem Stickstof f strom verdampft, in 1 ml Acetonitril wieder 
aufgelost und mittels HPLC analysiert unter Verwendung einer 
mobilen Phase aus Wasser : Methanol : Acetonitril (37:5:58) bei 
einer FluJSrate von 1 ml Min" 1 (isokratische Pumpe von Beck- 
man) , einer C8-Umkehrphasensaule (Beckman) , und UV-Detektion 
(Shimadzu SPD A) bei 232 nm. 

D. CAM-Studien 

Bef ruchtete Haushiihnchenembryonen werden fur 4 Tage vor der 
schalenlosen Kultivierung inkubiert. Am Tag 6 der Inkubation 
werden 1 mg Aliquots 5 % Taxol-beladener oder Kontroll (Taxol- 
f reier) -Mikrospharen direkt auf die CAM-Oberf lache plaziert . 
Nach einer zweitagigen Exposition wird die Vaskulatur unter 
Verwendung eines Stereomikroskops untersucht, das mit einer 
Videokamera verbunden ist; die Videosignale werden dann auf 
einem Computer dargestellt und mittels Video auf gezeichnet . 

E. Rasterelektronenmikroskopie 

Mikrospharen werden auf Probenhaltern plaziert, Sputter-be- 
schichtet mit Gold und dann in einem Philips 501B Rasterelek- 
tronenmikroskop, das bei 15 kV betrieben wird, plaziert. 
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F. Ergebnisse 

Der GroSenbereich fur die Mikrospharenproben betragt 30 bis 
100 mm, obwohl es in alien Taxol-beladenen oder Kontrollmi- 
krospharenansatzen Belege gibt, daS einige Mikrospharen aus 
diesem Bereich herausf alien. Die Beladungsef f izienz von PCL- 
Mikrospharen mit Taxol ist immer groSer als 95 % fiir alle un- 
tersuchten Wirkstof f beladungen . Rasterelektronenmikroskopie 
zeigte, dafi alle Mikrospharen spharisch sind und viele eine 
rauhe oder narbige Oberf lachenmorphologie zeigten. Es schien 
so, daS kein Beleg vorlag fiir festen Wirkstof f auf der Ober- 
flache der Mikrospharen. 

Die Zeitverlaufe von Taxolf reisetzung von 1 %, 2 % und 5 % 
beladenen PCL-Mikrospharen sind in Fig. 16A dargestellt. Die 
Freisetzungsratenprof ile sind zweiphasisch. Es gibt eine an- 
fanglich schnelle Freisetzung von Taxol oder "burst-Phase" bei 
alien Wirkstof fbeschichtungen. Die burst -Phase trat uber 1 bis 
2 Tage bei 1 % und 2 % Taxolbeladung und uber 3 bis 4 Tage bei 
mit 5 % beladenen Mikrospharen auf. Der anfanglichen Phase 
schneller Freisetzung folgt eine Phase wesentlich langsamerer 
Wirkstof f freisetzung. Bei Mikrospharen, die 1 % oder 2 % Taxol 
enthalten, gibt es keine weitere Wirkstof f freisetzung nach 21 
Tagen. Bei 5 % Taxolbeladung hatten die Mikrospharen etwa 20 % 
des gesamten Wirkstof fgehaltes nach 21 Tagen freigesetzt. 

Fig. 16B zeigt CAMs 7 die mit Kontroll -PCL-Mikrospharen behan- 
delt wurde, und Fig. 16C zeigt Behandlung mit 5 % Taxol-bela- 
denen Mikrospharen. Die CAM mit den Kontroll -Mikrospharen zei- 
gen eine normale Kapillarnetzwerkarchitektur . Die CAM, die mit 
Taxol -PCL-Mikrospharen behandelt ist, zeigt ausgepragte Vasku- 
larregression und Zonen r denen kapillares Netzwerk fehlt. 
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G. Diskussion 

Das Lostingsmittelverdampfungsverfahren zur Herstellung Taxol - 
beladener Mikrospharen lieferte sehr hohe Taxolverkapsel- 
ungseff izienzen von zwischen 95 bis 100 %. Das beruht auf der 
geringen Wasserloslichkeit von Taxol und seiner hydrophoben 
Natur, die die Verteilung in der organischen Losungsmittelpha- 
se bevorzugt, die das Polymer enthalt. 

Das zweiphasische Freisetzungsprof il fur Taxol ist typisch fur 
das Freisetzungsmuster vieler Wirkstoffe von biologisch abbau- 
baren Polymermatrizes . Poly (E-Caprolacton) ist ein aliphati- 
scher Polyester, der durch Hydrolyse unter physiologischen 
Bedingungen abgebaut werden kann und ist nicht toxisch und 
gewebekompatibel . Der Abbau von PCL ist wesentlich langsamer 
als der der extensiv untersuchten Polymere und Copolymere von 
Milchsaure und Glykolsaure und ist deshalb geeignet fur die 
Konstruktion von Langzeitwirkstof f f reisetzungssystemen. Die 
anfangliche schnelle oder burst-Phase der Taxolfreisetzung 
soli auf Dif fusionsfreisetzung des Wirkstoffs aus der Oberfla- 
chenregion der Mikrospharen (nahe der Mikrospharenoberf lache) 
herruhren. Freisetzung von Taxol in der zweiten (langsameren) 
Phase der Freisetzungsprof ile beruht wahrscheinlich nicht auf 
Abbau oder Erosion von PCL, da Studien gezeigt haben, dafi un- 
ter in vitro Bedingungen in Wasser kein signif ikanter Ge- 
wichtsverlust oder Oberf lachenerosion von PCL uber eine 7,5- 
wochige Periode auftritt. Die langsamere Phase der Taxolfrei- 
setzung beruht wahrscheinlich auf Auflosung des Wirkstoffes 
innerhalb f lussigkeitserf ullter Poren in der Polymermatrix und 
Diffusion durch die Poren. Die grofiere Freisetzungsrate bei 
hoherer Taxolbeschichtung ist wahrscheinlich ein Ergebnis ei- 
nes extensiveren Porennetzwerkes innerhalb der Polymermatrix. 

Man hat gezeigt, daS Taxolmikrospharen mit 5 % Beladung hin- 
reichend Wirkstof f freisetzen, um extensive Inhibierung von 



- 102 - 



Angiogenese herzustellen, wenn auf der CAM plaziert. Die Inhi- 
bierung von Blutgef afiwachstum fuhrte zu einer avaskularen Zo- 
ne, wie in Fig. 16C gezeigt. 

BEISPIEL 13 

TAXOL - BELADENE POLYMERFILME , DIE AUS ETHYLENVINYLACETAT UND 
EINEM OBERFLACHENAKTIVEN MITTEL ZUSAMMENGESETZT SIND 

Zwei Typen von Filme werden hergestellt, im wesentlichen wie 
beschrieben in Beispiel 10: reine EVA-Filme, die mit Taxol 
beladen sind, und Filme aus Mischungen von EVA und ober- 
fl&chenaktivem Mittel (d.h. Pluronic F127, Span 80 und Pluro- 
nic L101) , die mit Taxol beladen sind. 

Die oberf lachenaktiven Mittel, die untersucht werden, sind 
zwei hydrophobe oberf lachenaktive Mittel (Span 80 und Pluronic 
L101) und ein hydrophiles oberf lachenaktives Mittel (Pluronic 
F127) . Die Pluronic -oberf lachenaktiven Mittel sind selbst Po- 
lymere, was eine attraktive Eigenschaft ist, da sie mit EVA 
gemischt werden konnen, urn verschiedene Wirkstof f f reisetzungs- 
eigenschaften zu optimieren. Span 80 ist ein kleineres Mole- 
kiil, das in einer Weise in der Polymermatrix dispergiert ist 
und keine Mischung bildet. 

Oberf lachenaktive Mittel werden hilfreich sein beitn Modulieren 
der Freisetzungsrate von Taxol von Filmen und Optimieren be- 
stimmter physikalischer Parameter der Filme. Ein Aspekt der 
Filme mit Beimischung von oberf lachenaktivem Mittel, der an- 
zeigt, daS die Wirkstof ffreisetzungsraten kontrolliert werden 
konnen, ist die Fahigkeit, die Rate und den Umfang, mit dem 
die Komponente in Wasser schwellen wird, zu variieren. Diffu- 
sion von Wasser in eine Polymer-Wirkstof fmatrix ist fur die 
Freisetzung von Wirkstof f vom Trager kritisch. Fig, 17C und 
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17D zeigen den Grad des Schwellens des Films, wenn der Umfang 
des oberflachenaktiven Mittels in der Mischung geandert wird. 
Reine EVA-Filme schwellen nicht in wesentlichem Umfang inner- 
halb zweier Monate. Es ist jedoch durch Erhohen des Umfangs 
des zu dem EVA zugesetzten oberflachenaktiven Mittels moglich, 
den Grad der Schwellung der Komponente zu erh6hen und Schwel- 
len kann auch erhoht werden durch Erhohen der Hydrophilie. 

Ergebnisse der Experimente mit diesen Filmen werden unten in 
Fig. 17A - E gezeigt. Kurz gesagt zeigt Fig. 17A Taxolf reiset- 
zung (in mg) uber die Zeit von reinen EVA-Filmen. Fig. 17B 
zeigt den Prozentsatz an zuruckbleibendem Wirkstoff fur den- 
selben Film. Wie aus diesen beiden Figuren ersichtlich, erho- 
hen sich Wirkstoff f reisetzungsraten, wenn sich die Taxolbela- 
dung erhoht, und zeigt die erwartete Konzentrationsabhangig- 
keit. Wenn die Taxolbeladung erhoht wird, erhohen sich auch 
die Prozent Taxol, die im Film bleiben, was anzeigt, daS hohe- 
re Beladung fur Langzeitf reisetzungsformulierungen attraktiver 
sein kann. 

Physikalische Starke und Elastizitat der Filme wird bewertet 
in Fig. 17E. Kurz gesagt zeigt Fig. 17E Stre2-/Dehnungskurven 
fur reine EVA- Filme und Filme aus Mischungen von EVA und ober- 
flachenaktivem Mittel. Diese grobe Messung von StreS zeigt, 
dafi sich die Elastizitat von Filmen mit Zusatz von Pluronic 
F127 erhoht, und daS die Zugf estigkeit (StreS auf Brechen) 
erhoht wird in einer konzentrationsabhangigen Weise mit dem 
Zusatz von Pluronic F127. Elastizitat und Starke sind wichtige 
Betrachtungen beim Konstruieren eines Filmes, der fur speziel- 
le klinische Anwendungen manipuliert werden kann, ohne perma- 
nente Deformation der Verbindung zu verursachen. 

Die obi'gen Daten zeigen die Fahigkeit bestimmter Zusatze an 
oberflachenaktiven Mitteln, die Wirkstoff f reisetzungsraten zu 
kontrollieren und die physikalischen Charakteristika des Vehi- 
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kels zu andern. 

BEISPIEL 14 

EINBAU VON METHOXYPOLYETHYLENGLYKOL 350 (MePEG) IN POLY(E- 
CAPROLACTON) , UM EINE FORMULIERUNG FUR DIE KONTROLLIERTE 
FREISETZUNG VON TAXOL AUS EINER PASTE ZU ENTWICKELN 

Reagenzien und Ausrustung, die verwendet wurden in diesen Ex- 
perimented schlieSen ein Methoxypolyethylenglykol 350 
("MePEG" - Union Carbide, Danbury, CT) . MePEG ist bei Raumtem- 
peratur flussig und weist einen Gefrierpunkt von 10° bis -5°C 
auf . 

A. Herstellung einer MePEG/PCL-Taxol-enthaltenden Paste 

MePEG/PCL-Paste wird hergestellt, indem zuerst eine Mange Ta- 
xol in MePEG gelost wird und dann dieses in geschmolzenes PCL 
eingebaut wird. Ein Vorteil dieses Verfahrens ist, daS kein 
DCM benotigt wird. 

B. Analyse des Schmelzpunktes 

Der Schtnelzpunkt von PCL/MePEG-Polymermischungen kann bestimmt 
werden durch dif f erentielle Rasterkalorimetrie von 3 0°C bis 
70°C bei einer Heizrate von 2,5°C pro Minute. Ergebnisse die- 
ser Experimente sind in Fig. 18A und 18B dargestellt. Kurz 
gesagt, wie in Fig. 18A gezeigt, ist der Schmelzpunkt der Po- 
lymermischung (wie bestimmt durch Thermal analyse) durch MePEG 
in einer konzentrationsabhangigen Art und Weise verringert. 
Der Schmelzpunkt der Polymermischungen als eine Funktion der 
MePEG-Konzentration ist gezeigt in Fig. 18A. Dieser geringere 
Schmelzpunkt druckt sich auch aus in einer verlangerten Zeit 
fur die Polymermischungen, urn sich aus der Schmelze zu verfe- 
stigen, wie gezeigt in Fig. 18B. Eine 30 : 70-Mischung von Me- 
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PEG : PCL benotigt mehr als zweimal so lange, um sich aus der 
Flussigkeitsschmelze zu verfestigen als PCL alleine. 

C. Messen von Sprodiqkeit 

Einbau von Me PEG in PCL scheint, verglichen mit PCL alleine, 
einen weniger sproden Feststoff zu lief em. Als ein "ungef&h- 
rer" Weg, dies zu quantif izieren, wird eine gewogene Nadel von 
einer gleichen Hohe in Polymermischungen f allengelassen, die 
von 0 % bis 30 % MePEG in PCL enthalten, und die Strecke, die 
die Nadel in den Feststoff eindringt, wird dann gemessen. Der 
resultierende Graph ist als Fig. 18C gezeigt. Punkte werden 
angegeben als der Durchschnitt von vier Messungen +/- 1 S.D. 

Zu Zwecken des Vergleichs wird ebenfalls eine Paraf f inwachs- 
probe getestet und die Nadel drang darin eine Strecke von 7,25 
mm +/- 0,3 mm ein. 

D. Messen von Taxolf reisetzunq 

Pellets aus Polymer (PCL enthaltend 0 %, 5 %, 10 % oder 20 % 
MePEG) werden in Phosphat-gepuf f erter Saline (PBS, pH 7,4) bei 
37 °C inkubiert und Prozentanderung des Polymergewichts wird 
uber die Zeit gemessen. Wie aus Fig. 18D ersichtlich, erhoht 
sich die Menge an verlorenem Gewicht mit der Konzentration von 
MePEG, die ursprunglich in der Mischung vorhanden war. Es ist 
wahrscheinlich, dafi dieser Gewichtsverlust auf der Freisetzung 
von MePEG aus der Polymermatrix in die Inkubationsf lussigkeit 
herruhrt. Das wurde anzeigen, dafi Taxol leicht aus MePEG/PCL- 
Mischung freigesetzt werden wird, da Taxol vor Einbau in PCL 
zuerst in MePEG gelost wird. 



E. Wirkuna verschiedener Menae n an MePEG auf Taxolf reiset- 
zunq 
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Thermopasten werden hergestellt, die zwischen 0,8 % und 20 % 
Me PEG in PCL enthalten. Diese werden mit 1 % Taxol beladen. 
Die Freisetzung von Taxol tiber die Zeit aus 10 mg Pellets in 
PBS-Puffer bei 37°C wird unter Verwendung von HPLC liberwacht. 
Wie in Fig. 18E gezeigt, beeinflufit die Menge an Me PEG in der 
Formulierung die Menge an Taxol, die freigesetzt wird, nicht. 

F. Wirkung verschiedener Mengen an Taxol auf die Gesatntmenge 
von f reigesetztem Taxol aus 20 % MePEG/PCL-Mischung 

Thermopasten werden hergestellt, die 20 % MePEG in PCL enthal- 
ten und rait zwischen 0,2 % und 10 % Taxol beladen sind. Die 
Freisetzung von Taxol uber die Zeit wird wie oben beschrieben 
gemessen. Wie in Fig. 18F gezeigt, erhoht sich die Menge an 
uber die Zeit f reigesetztem Taxol mit erhohter Taxolbeladung. 
Wenn als Prozent insgesamt freigesetzten Taxols aufgetragen, 
ist die Anordnung jedoch umgekehrt (Fig. 18G) . Das liefert die 
Information uber das Resttaxol, das in der Paste zurtickbleibt 
und, wenn Annahmen vorgenommen werden uber die Validitat, die- 
se Daten zu expolieren, erlaubt eine Projektion der Zeitperi- 
ode, uber die Taxol aus der 20 % MePEG Thermopaste freigesetzt 
werden wird. 

G. Starkeanalvse vers chiedener MePEG/PCL-Mischungen 

Ein mechanischer Starketester CT-40 wird verwendet, um die 
Starke fester Polymer- "Tabletten" mit einem Durchmesser von 
0,8 cm und einer Durchschnittsdicke von 0,560 cm zu testen. 
Die Polymertabletten sind Mischungen von MePEG bei Konzentra- 
tionen von 0 %, 5 %, 10 % oder 20 % in PCL. 

Ergebnisse dieses Tests sind in Fig. 18H gezeigt, wo sowohl 
die Zugfestigkeit als auch die Zeit bis zum Scheitern als eine 
Funktion von % MePEG in der Mischung aufgetragen sind. Einzel- 
ne variable ANOVA zeigten an, daS die Tablettendicken inner- 
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halb jeder Gruppe nicht verschieden sind. Wie aus Fig. 18H 
ersichtlich, verringerte der Zusatz von Me PEG zu PCL die Harte 
des resultierenden Feststof fes. 

BEISPIEL 15 

WIRKUNG VON TAXOL - BELADENER THERMOPASTE 
AUF ANGIOGENESE IN VIVO 

Bef ruchtete Haushuhnchenembryonen wurden fur 4 Tage vor scha- 
lenloser Kultur inkubiert, wie beschrieben in Beispiel 2. Die 
Eierinhalte wurden aus der Schale entfernt und in sterilisier- 
te Glasschusseln mit Rundboden entleert und mit Petrischalen- 
deckeln abgedeckt. 

Taxol wird in Thermopaste mit Konzentrationen von 5 %, 10 % 
und 20 % (w/v) eingebaut, im wesentlichen wie oben beschrieben 
(siehe Beispiel 10) , und in den folgenden Experimenten verwen- 
det. Getrocknete geschnittene Thermopaste wird dann auf 60 °C 
erhitzt und zwischen zwei Lagen Paraffin geprefit, und dadurch 
geglattet, und man erlaubte ihr, abzukuhlen. Sechs Embryos 
erhielten 20 % Taxol -beladene Thermopaste und sechs Embryos 
erhielten unbeladene Thermopaste, die in dieser Art und Weise 
hergestellt wurde. Ein Embryo starb in jeder Gruppe, was 5 
Embryonen in jeder der Kontroll- und behandelten Gruppen be- 
lies. 

Unbeladene Thermopaste und Thermopaste, die 20 % Taxol ent- 
hielt, wurden auch auf 60°C erwarmt und direkt auf die wach- 
sende Kante einer jeden CAM direkt plaziert am Tag 6 der Inku- 
bation; jeweils zwei Embryos wurden auf diese Weise behandelt. 

Es gab keine of f ensichtlichen Unterschiede in den Ergebnissen, 
die unter Verwendung der verschiedenen Verabreichungsverf ahren 
erreicht wurden, was anzeigt, daS die Temperatur der Paste zum 



f 
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Zeitpunkt der Applikation kein Paktor hinsichtlich des Ergeb- 
nisses war. 

Thermopaste mit 10 % Taxol wurde auf 11 CAMs aufgetragen und 
unbeladene Thermopaste wurde auf weitere 11 CAMs aufgetragen, 
wahrend 5 % Taxol -beladene Thermopaste auf 10 CAMs aufgetragen 
wurde und unbeladene Thermopaste auf 10 weitere Kontroll-CAMs 
aufgetragen wurde. Nach zweitagiger Exposition (Tag 8 der In- 
kubation) wurde die Vaskulatur mit Hilfe eines Stereomikros- 
kops untersucht. Liposyn II, eine weifie opake Losung, wurde in 
die CAM injiziert, urn die Sichtbarkeit der vaskularen Details 
zu erhohen. 

In den mit 5 % Taxol -beladener Paste behandelten Embryonen 
wiesen nur 2 Tiere maximale Inhibierung von Angiogenese auf, 
wahrend die ubrigen 8 nur marginal betroffen waren. Von den 
mit 10 % Taxol beladener Thermopaste behandelten Tieren zeig- 
ten nur 2 maximale Inhibierung, wahrend die anderen 9 nur mar- 
ginal betroffen waren. 

Die 20 % Taxol-beladene Thermopaste zeigte extensive Gebiete 
von Avaskularitat (siehe Fig. 19B) bei alien 5 der CAMs, die 
diese Behandlung erfuhren. Der hdchste Grad der Inhibierung 
wurde als eine Region der Avaskularitat definiert, die eine 
GroSe von 6 mm auf 6 mm abdeckte. Alle CAMs, die mit 20 % Ta- 
xol beladener Thermopaste behandelt waren, wiesen diesen Urn- 
fang der Angiogeneseinhibierung auf. 

Im Vergleich inhibierte die Kontroll -Thermopaste (unbeladen) 
Angiogenese auf der CAM nicht (siehe Fig. 19A) . Diese Ansicht 
unter starkerer VergroEerung (beachte, daS die Kante der Paste 
am oberen Rand des Bildes zu sehen ist) zeigt, daS die Gef&Se 
nahe der Paste durch die Thermopaste nicht beeinfluSt werden. 
Dies schlagt vor, daS der beobachtete Ef fekt auf der anhalten- 
den Freisetzung von Taxol beruht und nicht auf dem Polymer 
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selbst oder durch einen sekundaren Druckef fekt der Paste auf 
die sich entwickelnde Vaskulatur. 

Diese Studie zeigt, daS Thermopaste wirksame Mengen Angioge- 
neseinhibitors (in diesem Falle Taxol) freisetzt, um die nor- 
male Entwicklung der CAM-Vaskulatur zu inhibieren, 

BEISPIEL 16 

WIRKUNG VON TAXOL - BELADENER THERMOPASTE AUF 
TUMORWACHSTUM UND TUMORANGIOGENESE IN VIVO 

Befruchtete Haushuhnchenembryonen werden fur 3 Tage inkubiert, 
bevor i-hre Schalen entfernt werden. Die Eiinhalte werden ge- 
leert durch Entfernen der Schale, die um den Luftraum angeord- 
net ist, Abtrennen der inneren Schalenmembran, Perforieren des 
gegeniiberliegenden Endes der Schale und Erlauben, daS die Ei- 
inhalte vorsichtig aus dem glattendig gemachten Ende heraus- 
gleiten. Die Inhalte werden in sterilisierte Glasschiisseln mit 
Rundboden geleert, mit Petrischalenabdeckungen abgedeckt und 
bei 90 % relativer Luftfeuchte und 3 % Kohlendioxid inkubiert 
(siehe Beispiel 2) . 

MDAY-D2-Zellen (ein muriner lymphoider Tumor) werden in Mause 
injiziert und man erlaubt, daS sie zu Tumoren heranwachsen, 
die 0,5' bis 1,0 g wiegen. Die Mause werden getotet, die Tumor- 
stellen mit Alkohol abgewischt, exzisiert, in sterile Gewebe- 
kulturmedien plaziert und unter einem Abzug mit Laminarstro- 
mung in Wurfel von 1 mm GroSe geschnitten. Bevor die zerglie- 
derten Tumoren auf 9 Tage alte Huhnchenembryonen gegeben wer- 
den, werden CAM-Oberf lachen vorsichtig mit einer 30-Gauge-Na- 
del abgeschabt, um Tumor impl ant at ionen sicherzustellen. Die 
Tumoren werden dann auf den CAMs nach 8-tagiger Inkubation (4 
Tage nach Entfernen der Schalen) plaziert und fur 4 Tage auf 
der CAM zu wachsen erlaubt, um eine Vaskularversorgung zu er- 
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richten. 4 Embryonen werden unter Verwendung dieses Verfahrens 
prapariert, wobei jeder Embryo 3 Tumoren erhalt. Fur diese 
Embryonen erhielt ein Tumor 20 % Taxol-beladene Thermopaste, 
der zweite Tumor unbeladene Thermopaste und der dritte Tumor 
keine Behandlung. Die Behandlungen wurden fur zwei Tage fort- 
gesetzt, bevor die Ergebnisse aufgezeichnet wurden. 

Die explantierten MDAY-D2 -Tumoren sekretieren angiogene Fakto- 
ren, die das Einwachsen von Kapillaren (abstammend von der 
CAM) in die Tumormasse induzieren, und erlauben ihr, ihr Gro- 
Senwachstum f ortzusetzen. Da alle Gefafie des Tumors von der 
CAM abstammen, wahrend alle Tumorzellen von dem Explantat ab- 
stammen, ist es moglich, die Wirkung therapeutischer MaSnahmen 
auf diese zwei Prozesse unabhangig zu bewerten. Dieser Test 
ist verwendet worden, urn die Wirksamkeit von Taxol-beladener 
Thermopaste zu bestimmen auf: (a) Inhibieren der Vaskularisie- 
rung des Tumors und (b) Inhibieren des Wachstums der Tumorzel- 
len selbst. 

Direkte in vivo stereomikroskopische Bewertung und histologi- 
sche Untersuchung f ixierter Gewebe aus dieser Studie zeigten 
das Folgende. In den mit 20 % Taxol-beladener Thermopaste be- 
handelten Tumoren trat eine Reduktion der Anzahl der Blutgefa- 
Se, die den Tumor versorgten (siehe Fig. 20C und 20D) , eine 
Verringerung der Anzahl von BlutgefaSen im Tumor und eine Ver- 
ringerung der Anzahl von Blutgefafien in der Peripherie des 
Tumors (das Gebiet, das typischerweise in einem festen Tumor 
am hochsten vaskularisiert ist) auf, wenn verglichen mit Kon- 
troll tumoren. Die Tumoren begannen, sich hinsichtlich GroSe 
und Masse, wahrend der zwei Tage, in denen die Studie durch- 
gefuhrt wurde, zu verringern. Zusatzlich wurden viele Endothe- 
lial zellen gesehen, die in der Zellteilung arret iert waren, 
was anzeigt, daS Endothelzellenprolif eration beeinfluSt worden 
war. Man beobachtete auch haufig, daE Tumorzellen in der Mito- 
sis gehemmt worden waren. Alle 4 Embryonen zeigten ein konsi- 
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stentes Muster, wobei die 20 % Taxol-beladene Thermopaste Tu- 
morvaskularitat unterdriickte, wohingegen die unbeladene 
Thermopaste keine Wirkung zeigte. 

In CAMs, die mit unbeladener Thermopaste behandelt waren, wa- 
ren die Tumoren gut vaskularisiert mit einer Zunahme der An- 
zahl und Dichte von Blutgef&Sen, verglichen zu der des norma- 
len umgebenden Gewebes und es wurden dann dramatisch mehr Ge- 
faSe als in den Tumoren beobachtet, die mit Taxol-beladener 
Paste behandelt worden waren. Die neu gebildeten Gefafie traten 
in den Tumor von alien Seiten ein, was aussah wie Speichen, 
die mit der Mitte eines Rades befestigt sind (siehe Fig. 2 OA 
und 2 OB) . Die Kont roll tumoren wuchsen weiterhin hinsichtlich 
GroSe und Masse wahrend des Verlaufs der Studie. Histologisch 
wurden viele dilatierte einwandige Kapillaren in der Periphe- 
rie des Tumors und wenig Endotheliale in Zellteilung gesehen. 
Das Tumorgewebe war gut vaskularisiert und durch und durch 
lebend. 

Als ein Beispiel wurden in zwei Tumoren mit ahnlicher GroSe 
(anfangs, zum Zeitpunkt der Explantation) , die auf dieselbe 
CAM plaziert waren, die folgenden Daten erhalten. Fur den Tu- 
mor, der mit 20 % Taxol-beladener Thermopaste behandelt war, 
maS der Tumor 330 mm x 597 mm; die unmittelbare Peripherie des 
Tumors wies 14 BlutgefaSe auf, wahrend die Tumormasse nur 3 
bis 4 kleine Kapillaren aufweist. Fur den Tumor, der mit unbe- 
ladener Thermopaste behandelt war, bet rug die TumorgroSe 623 x 
678 mm; die unmittelbare Peripherie des Tumors weist 54 Blut- 
gefaSe auf, wahrend die Tumormasse 12 bis 14 kleine Blutgefafie 
aufweist, Zuscitzlich enthielt die umgebende CAM selbst viel 
mehr BlutgefaSe verglichen mit der Region, die den Taxol-be- 
handelten Tumor umgibt. 

Diese Studie zeigt, daS die Thermopaste ausreichende Menge 
Angiogeneseinhibitors (in diesem Fall Taxols) freisetzt, urn 
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die pathologische Angiogenese, die Tumorwachstum und -entwick- 
lung begleitet, zu inhibieren. Unter diesen Umstanden wird 
Angiogenese maximal durch die Tumorzellen stimuliert, die an- 
giogene Faktoren produzieren, die in der Lage sind, Einwachsen 
von Kapillaren aus dem umgebenden Gewebe in die Tumormasse zu 
induzieren. Die 20 % Taxol-beladene Thermopaste ist in der 
Lage, diesen ProzeS zu blockieren und die Fahigkeit des Tumor - 
gewebes zu begrenzen, eine geeignete Blutversorgung aufrecht- 
zuerhalten. Diese fuhrt zu einer Verringerung der Tumormasse 
sowohl durch einen zytotoxischen Effekt des Wirkstoffes auf 
die Tumorzellen selbst, als auch dadurch, daS dem Gewebe die 
fur Wachstum und Expansion benotigten Nahrstof fen entzogen 
werden. 

BEISPIEL 17 

WIRKUNG VON ANGIOGENESEINHIBITOR-BELADENER THERMOPASTE AUF 
IN VIVO TUMORWACHSTUM IN EINEM MURINEN TUMORMODELL 

Das murine MDAY-D2 -Tumormodell kann verwendet werden, um die 
Wirkung lokaler langsamer Freisetzung der chemotherapeutischen 
und anti-angiogenen Verbindungen, wie Taxol, auf Tumorwachs- 
tum, Tumormetastase und Uberleben des Tieres zu untersuchen. 
Die MDAY-D2-Tumorzellinie wird in einer Zellsuspension kulti- 
viert, die 5 % fotales Kalberserum in Alpha-mem-Medium umfafit. 
Die Zellen werden bei 37°C in einer befeuchteten Atmosphare 
inkubiert, die mit 5 % Kohlendioxid supplement iert ist, und 
werden um einen Faktor 15 alle 3 Tage verdiinnt, bis eine aus- 
reichende Anzahl Zellen erhalten wird. Nach der Inkubationspe- 
riode werden die Zellen durch Lichtmikroskopie hinsichtlich 
Lebensfahigkeit untersucht und dann bei 1.500 Upm fur 5 Minu- 
ten zentrifugiert. PBS wird zu den Zellen zugesetzt, um eine 
Verdunnung von 1 Million Zellen pro ml zu erhalten. 

Zehn Tage alte weibliche DBA/2 j Mause werden fur 3 bis 4 Tage 
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nach Ankunft akklimatisiert . Jeder Maus werden dann subkutan 
in die posteriolaterale Flanke 100.000 MDAY-D2 -Zellen in 100 
ml PBS injiziert. Friihere Studien haben gezeigt, daS diese 
Prozedur einen sichtbaren Tumor an der Injektionsstelle in 3 
bis 4 Tagen ergibt, der eine GroSe von 1,0 bis 1,7 g innerhalb 
von 14 Tage erreicht und 19 bis 25 Tage nach der Injektion 
sichtbare Metastasen in der Leber produziert. Abhangig vom 
Ziel der Studie kann eine therapeutische Intervention an einem 
jeden Punkt in der Progression der Erkrankung in Gang gesetzt 
werden. 

Unter Verwendung des obigen Tiermodells wurden 20 Mausen 
140.000. MDAY-D2 -Zellen s.c, injiziert und man lies die Tumoren 
wachsen. Am Tag 5 werden die Mause in Gruppen zu 5 aufgeteilt. 
Die Tumorstelle wurde chirurgisch unter Betaubung geoffnet, 
die lokale Region mit der Wirkstof f -beladenen Thermopaste oder 
Kontrollthermopaste behandelt, ohne das existierende Tumorge- 
webe zu storen, und die Wunde wurde verschlossen. Die Gruppen 
zu 5 erhielten entweder keine Behandlung (Wunde lediglich ge- 
schlossen) , Polymer (PCL) alleine, 10 % Taxol-beladene Ther- 
mopaste, oder 20 % Taxol-beladene Thermopaste (nur 4 Tieren 
injiziert), die benachbart der Tumorstelle irnplantiert wurde. 
Am Tag 16 wurden die Mause getotet, die Tumoren zergliedert 
und untersucht (im ganzen und histologisch) auf Tumorwachstum, 
Tumormetastase, lokale und systemische Toxizitat, die aus der 
Behandlung result iert, Wirkung auf Wundheilung, Wirkung auf 
Tumorvaskularitat und Zustand der Paste, die an der Inzisions- 
stelle verblieb. 

Die Gewichte der Tumoren fur jedes Tier sind in der Tabelle 
unten gezeigt: 
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Tabelle IV 
Tumorgewichte (Gm) 



Tier Nr. 

1 
2 
3 
4 
5 



Kontrolle 
(leer) 

1,387 

0,589 

0,461 

0,606 

0,353 



Kontrolle 
(PCL) 

1,137 

0,763 

0,525 

0,282 

0,277 



10 % Taxol - 
Thermopaste 

0,487 

0,589 

0,447 

0,274 

0,362 



20 % Taxol- 
Thermopaste 

0,114 

0,192 

0,071 

0,042 



Mittel 0,6808 0,6040 
Standard- 

abweichung0,4078 0,3761 

P-Wert 0,7647 



0,4318 

0,1202 
0,358 



0,1048 

0,0653 
0,036 



Thermopaste, die mit 20 % Taxol beladen war, verringerte Tu- 
morwachstum urn uber 85 % (Durchschnittsgewicht 0,105), vergli- 
chen mit Kontrolltieren (Durchschnittsgewicht 0,681). Tiere, 
die mit Thermopaste alleine oder Thermopaste, die 10 % Taxol 
enthielt, behandelt waren, wiesen nur geringste Wirkungen hin- 
sichtlich Tumorwachstum auf ; Tumorgewichte waren verringert um 
nur 10 % bzw. 35 % (Fig. 21A) . Somit war Thermopaste, die 20 % 
Taxol enthielt, wirksamer hinsichtlich Verringerung des Tumor - 
wachstums als Thermopaste, die 10 % Taxol enthielt (siehe Fig. 
21C; siehe auch Fig. 2 IB) . 

Thermopaste wurde nachgewiesen in einigen der Tieren an der 
Verabre'ichungsstelle. Polymer, das hinsichtlich Gewicht zwi- 
schen 0,026 g und 0,078 g schwankte, wurde in 8 von 15 Mausen 
nachgewiesen. Jedes Tier in der Gruppe enthielt 20 % Taxol - 
beladene Thermopaste, die etwas Restpolymer enthielt, was vor- 
schlagt, daS es hinsichtlich Aufl6sung weniger empfindlich 
war. Histologisch enthielten die mit Taxol -beladener Thermopa- 
ste behandelten Tiere weniger Zellstruktur und mehr Gewebene- 
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krose als Kontrolltumoren. Die Vaskulatur war verringert und 
man sah haufig, daS Endothelial zellen in der Zellteilung ge- 
hemmt war en. Die Taxol-beladene Thermopaste schien die Inte- 
gritat der Zellstruktur der Haut oder des Gewebes, die den Tu- 
mor umgeben, nicht zu beeinf lussen. 

BEISPIEL 18 

DIE VERWENDUNG VON MIT ANGIOGENESE- INHIBITOR BELADENEN 
CHI RURGI S CHEN FILMEN BE I DER PREVENTION IATROGENER 
METASTATI SCHER AUSSAAT VON TUMORZELLEN WAHREND 
KREBSRESEKTIONSCHIRURGIE 

Da eine sterile, biegsame, dehnbare Wirkstof f -Polymerverbin- 
dung hilfreich w&re wahrend Krebsresektionsprozeduren. Oft ist 
es wuns chens wert, die normalen umgebenden Gewebe von malignem 
Gewebe wahrend Resektionsoperationen zu isolieren, urn iatroge- 
ne Verbreitung der Krankheit auf benachbarte Organe durch un- 
absicht.liche Kontamination durch Krebszellen zu vermeiden. Ein 
Wirkstof f -beladener Parafilm konnte ilber normales Gewebe ge- 
streckt werden vor Manipulation des Tumors, Das ware auSerst 
hilfreich, wenn urn die Leber und andere abdominale Inhalte 
wahrend Darmkrebsresektionschirurgie plaziert, urn intraperi- 
toneal Verbreitung der Krankheit auf die Leber zu verhindern. 
Ein biologisch abbaubarer Film konnte in situ zuruckgelassen 
werden, um f ortgesetzten Schutz vorzusehen. 

Inzisionsstellen sind auch haufige Stellen postoperativen Wie- 
derauftretens von Malignitat. Man nimmt an, daS dies auf Kon- 
tamination der Wundstelle mit Tumorzellen wahrend der chirur- 
gischen Prozedur beruht. Um sich diesen Punkten zuzuwenden, 
werden Experimente durchgefuhrt mit dem Ziel, die Fahigkeit 
von Angiogeneseinhibitor-beladenen Filmen zu bestimmen, dieses 
Phanomen zu verhindern. 
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A, Material ien und Methoden 

Herstellung von chirurgischen Filmen. Chirurgische Filme wer- 
den hergestellt wie beschrieben in Beispiel 10. Dunne Filme, 
die etwa 1 cm x 1 cm messen, werden hergestellt, die entweder 
Polymer alleine (PCL) oder PCL beladen mit 5 % Taxol enthal- 
ten. 

Rattenlebertumormodell . In einer ersten Studie wurden Wistar- 
Ratten, die etwa 3 00 g wogen, einer allgemeinen Betaubung un- 
terzogen und eine 3 bis 5 cm Abdominalinzision wurde entlang 
der Mittellinie vorgenommen. Im groSten Leberlappen wird eine 
1 cm Inzision im hepatischen Parenchym vorgenommen und ein 
Teil des Leberrands wird entfernt. Eine Konzentration von 1 
Million lebenden 9L Gliomatumorzellen (eluiert aus Gewebekul- 
tur unmittelbar vor der Prozedur) , suspendiert in 100 ml Phos- 
phat-gepuf f erter Saline, werden auf den geschnittenen Leber- 
rand mit einer 30 -Gauge -Nadel abgelegt. Der chirurgische wird 
dann uber dem geschnittenen Leberrand, der die Tumor zellen 
enthalt, plaziert und vor Ort mit Gelfoam fixiert. Zwei Tiere 
erhielten PCL-Filme, die 5 % Taxol enthielten, und zwei Tiere 
erhielten Filme, die PCL alleine enthielten. Die Abdominalwand 
wird verschlossen mit 3,0 Dexon und Hautklammern. Die allge- 
meine Betaubung wird beendet und man erlaubt dem Tier, sich zu 
erholen. 10 Tage spater werden die Tiere getotet und die Le- 
bern histologisch untersucht. 

B. Ergebnisse 

Lokales Tumorwachstum wird in den zwei Lebern, die mit Polymer 
alleine behandelt wurden, beobachtet. Beide Lebern, die mit 
Polymer plus Taxol behandelt wurden, sind vollstandig frei von 
Tumor, wenn histologisch untersucht, Es ist auch von Bedeut- 
ung, daS die Leberkapsel sich regeneriert hatte und vollstan- 
dig uber den Polymerf ilm und die Schnittoberf lache der Leber 
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gewachsen war, was anzeigt, daS es keinen wesentlichen Effekt 
auf die Wundheilung gibt. Es gibt keinen Beweis lokaler Leber- 
toxizitat die irgendeinen der chirurgischen Filme (Wirkstoff- 
beladen Oder Wirkstof f -f rei) umgibt. 

C. Diskussion 

Diese S.tudie zeigt an, daS chirurgische Filme, die urn normale 
Gewebe und Inzisionsstellen wahrend der Chirurgie plaziert 
waren, in der Lage sein konnen, die Inzidenz unabsichtlicher 
Implantation von Tumor zellen in normales umgebendes Gewebe 
wahrend Resektion maligner Tumoren zu verringern. Das kann 
dabei helfen, das Auftreten wesentlicher Probleme postoperati- 
ven lokalen Wiederauf tretens der Krankheit zu reduzieren. 



BEISPIEL 19 

INTRA-ARTIKULARE INJEKTION VON ANGIOGENESE- INHIBITOR - 
BELADENEN BIOLOGISCH ABBAUBAREN MIKROSPHAREN BEI DER 
BEHANDLUNG VON ARTHRITIS 

Gelenkschaden bei Arthritis beruht auf einer Kombination von 
Entzundungen (einschlieSlich WBCs und WBC-Produkten) und Ent- 
wicklung von Pannusgewebe (ein Gewebe, das zusammengesetzt ist 
aus neovaskularem Gewebe, Bindegewebe und entzundlichen Zel- 
len) . Taxol ist ausgewahlt worden fiir die ersten Studien, da 
es ein potenter Inhibitor der Neovaskularisierung ist. Auf 
diese Weise wird sich Taxol in hohen lokalen Konzentrationen 
als ein Krankheits-modif izierendes Agens bei Arthritis bewei- 
sen. 

Urn zu bestimmen, ob Mikrospharen einen nachteiligen Effekt auf 
Gelenke aufweisen, werden die folgenden Experimente durchge- 
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fuhrt. Kurz gesagt werden einfache PCL- und Taxol-beschichtete 
Mikrospharen hergestellt, wie oben beschrieben in Beispiel 8. 

Drei Kaninchen werden intraartikular 0,5 bis 5,0 /xm, 10 bis 30 
/an oder 30 bis 80 fim Mikrospharen in einem Gesamtvolumen von 
0,2 ml (enthaltend 0,5 mg Mikrospharen) injiziert. Die Gelenke 
werden visuell (klinisch) taglich bewertet. Nach zwei Wochen 
werden die Tiere getotet und die Gelenke histologisch auf Be- 
weise von Entziindung und Verarmung an Proteoglykanen hin un- 
tersucht . 

Die entzundliche Arthritis bei Hasen und osteoarthritische 
Model le werden verwendet, um die Verwendung von Mirkospharen 
bei reduzierender Synoviitis und Knorpelabbau zu bewerten. De- 
generative Arthritis wird durch teilweises Reifien des Kreuz- 
bandes und des Meniskus des Knies induziert. Nach 4 bis 6 Wo- 
chen entwickeln die Kaninchen Erosionen im Knorpel ahnlich den 
bei menschlicher Osteoarthritis beobachteten. Entzundliche 
Arthritis wird induziert durch Immunisieren der Kaninchen mit 
Rinderserumalbumin (BSA) in vollstandigem Freundschen Adjuvans 
(CPA) . Nach 3 Wochen erhalten Kaninchen, die einen hohen Titer 
an anti-BSA-Antikorper enthalten, eine intraartikulare Injek- 
tion von BSA (5 mg) . Schwellen des Gelenks und ausgepragte 
Synoviitis ist ersichtlich nach 7 Tagen, ein Proteoglykanver- 
lust wird beobachtet nach 7 bis 14 Tagen und Knorpelerosionen 
werden beobachtet nach 4 bis 6 Wochen. 

Entzundliche Arthritis wird induziert, wie oben beschrieben. 
Nach 4 Tagen werden die Gelenke mit Mikrospharen injiziert, 
die 5 % Taxol oder Vehikel enthalten. Eine Gruppe von Tieren 
wird getotet am Tag 14 und eine weitere am Tag 28. Die Gelenke 
werden histologisch auf Entziindung und Knorpelabbau unter- 
sucht. Das Experiment ist konzipiert, um zu bestimmen, ob Ta- 
xol -Mikrospharen Gelenksentzundung und Knorpelmatrixabbau be- 
einflussen konnen. 
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Angiogenese-Inhibitor-Mikrospharen konnen weiter untersucht 
werden in einem Osteoarthritismodell. Kurz gesagt wird degene- 
rative Arthritis in Kaninchen wie oben beschrieben induziert 
und die Gelenke erhalten eine intraartikulare Injektion von 
Mikrospharen (5 % Taxol oder Vehikel alleine) an Tag 4. Die 
Tiere werden getotet am Tag 21 und Tag 42 und die Gelenke hi- 
stologisch auf Belege von Knorpelabbau untersucht. 

Studien werden durchgefuhrt, urn Angiogeneseinhibitoren zu be- 
werten, die uber intra-artikularer Mikrospharen als chondro- 
protektive Agenzien geliefert werden. 

Eraebnisse 

Unbeladene PCL -Mikrospharen verschiedener Grofien (0,5 bis 5,0 
^m, 10 bis 30 (im oder 30 bis 80 /on) wurden intra-artikular in 
das Kaninchenkniegelenk injiziert. Ergebnisse dieser Experi- 
mente sind gezeigt in Fig. 22A bis D. Kurz gesagt ist Fig. 22A 
eine Fotografie von Synovialmembran von PBS-injizierten Gelen- 
ken. Fig. 22B ist eine Fotografie von Gelenken, denen Mi- 
krospharen injiziert wurden. Fig. 22C ist eine Fotografie von 
Knorpel aus Gelenken, denen man PBS injizierte, und Fig. 22B 
ist eine Fotografie von Knorpel aus Gelenken, denen Mikrospha- 
ren injiziert wurden. 

Wie aus diesen Fotografien ersichtlich, gibt es histologisch 
keinen Unterschied zwischen Gelenken, die eine Mikrospharenin- 
jektion erhielten und jenen, die keine erhielten. Klinisch 
betrachtet gab es keinen Beweis fur Gelenksentzundung, wahrend 
der 14 Tage, in denen das Experiment durchgefiihrt wurde. Als 
Ganzes gesehen gibt es keinen Beweis fur Gelenksentzundung 
oder Knorpel schaden in Gelenken, wobei Mikrospharen injiziert 
werden, verglichen mit unbehandelten normalen Gelenken. 
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SchluSfolgeruncren 

Mikrospharen konnen intra-artikular injiziert werden, ohne 
erkennbare Anderungen der Gelenksoberf lache zu verur sachen . 
Dies zeigt an, dafi dieses Verfahren ein wirksames Mittel sein 
kann zum Verabreichen von targetierter, andauernder Freiset- 
zung von Krankheits-modif izierenden Agenzien zu erkrankten 
Gelenken, wahrend die Toxizitat minimiert wird, die mit der 
systemischen Verabreichung derartiger biologischer Verbindun- 
gen verbunden sein konnte. 

Wie oben diskutiert, konnen Mikrospharen in spezifischen Gro- 
fien mit definierten Wirkstof f freisetzungskinetiken formuliert 
werden. Es ist auch gezeigt worden, daS Taxol ein potenter 
Inhibitor fur Angiogenese ist, und dafi es von Mikrospharen in 
Mengen freigesetzt wird, die ausreichen, urn Neovaskularisie- 
rxing im CAM-Test zu blockieren. Deshalb sollte eine intra-ar- 
tikulare Verabreichung von Angiogenese- Inhibitor-beladenen 
(z.B. Taxol -beladenen) Mikrospharen in der Lage sein, die Neo- 
vaskularisierung zu blockieren, die bei Erkrankungen wie rheu- 
matoider Arthritis auftritt und zur Knorpelzerstorxmg im Ge- 
lenk fuhrt. Auf diese Weise konnen die Wirkstof f -beladenen 
Mikrospharen als ein "chondroprotektives" Agens wirken, das 
den Knorpel vor irreversibler Zerstorung durch eindringendes 
neovaskulares Pannusgewebe schiitzt. 
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SEQUENZPROTOKOLL 



(1) ALLGEMEINE ANGABEN 

(i) ANMELDER: Hunter, William L. 

Machan, Lindsay S. 
Arsenault, A, Larry- 
Bur Helen M. 

(ii) BEZEICHNUNG DER ERFINDUNG: Anti-angiogene Zusammen- 
setzungen und Verfahren zur Verwendung 

(iii) ANZAHL DER SEQUENZEN: 1 

(iv) KORRESPONDENZADRESSE : 

(A) ADRESSE: SEED and BERRY 

(B) STRASE: 701 Fifth Avenue, 6300 Columbia Center 

(C) STADT: Seattle 

(D) STAAT: Washington 

(E) LAND: USA 

(F) POSTLEITZAHL: 98104 

(v) COMPUTERLESBARE FAS SUNG: 

(A) DATENTRAGER: Diskette 

(B) COMPUTER: IBM PC-kompatibel 

(C) BETRIEBSSYSTEM: PC-DOS /MS-DOS 

(D) SOFTWARE: Patentln Release #1.0, Version #1.25 

(vi) DERZEITIGE ANMELDEDATEN : 

(A) ANMELDENUMMER: 

(B) ANMELDETAG: 

(C) KLASSIFIZIERUNG: 

(viii) ANGABEN BETREFFEND ANWALT/AGENTEN: 

(A) NAME: McMasters, David D. 

(B) REGISTRIERUNGSNUMMER: 33,963 

(C) REFERENZ - / PROZESLI STENNUMMER : 110129.401 

(xi) ANGABEN BETREFFEND TELEKOMMUNIKATION : 

(A) TELEFON: (206) 622-4900 

(B) TELEFAX: (206) 682-6031 

(C) TELEX: 3723836 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO. 1: 

( i) SEQUENZKENNZEI CHEN : 

(A) LANGE: 9 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 
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(ii) ART DES MOLEK&LS: Peptid 

(v) ART DES FRAGMENTS: N-Terminus 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO. 1: 

Cys Asp Pro Gly Tyr lie Gly Ser Arg 
1 5 



EP 94920360.8 
A2831 



Anspruche 

1. Eine Endoprothese zum Erweiten des Lumens eines Korper- 
durchganges, welche eine im allgemeinen rohrenformige Struktur 
umfafit, die mit einer Zusanunensetzung beschichtet ist, die 
einen anti-angiogenen Faktor und einen polymeren Trager um- 
fafit. 

2. Eine Endoprothese nach Anspruch 1, wobei der anti-angiogene 
Faktor ein chemotherapeutisches Agens ist. 

3. Eine Endoprothese nach Anspruch 1, wobei der anti-angiogene 
Faktor ausgewahlt ist aus der Gruppe, die aus Estramustin und 
Methotrexat besteht. 

4. Eine Endoprothese nach Anspruch 1, wobei der anti-angiogene 
Faktor Taxol ist, oder ein Analog oder Derivat davon. 

5. Eine Endoprothese nach einem der Anspruche 1 bis 4, wobei 
der polymere Trager Poly- (Caprolacton) umfaSt. 

6. Eine Endoprothese nach einem der Anspruche 1 bis 4, wobei 
der polymere Trager Poly- (Milchsaure) umfaSt . 

7. Eine Endoprothese nach einem der Anspruche 1 bis 4, wobei 
der polymere Trager Poly- (Ethylen-Vinylacetat) umfaSt. 

8. Eine Endoprothese nach einem der Anspruche 1 bis 4, wobei 
der polymere Trager ein Copolymer von Polycaprolacton und Po- 
lymilchsaure umfaSt. 
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9. Eine Endoprothese nach einem der Anspruche 1 bis 8, wobei 
die Endoprothese eine Vaskularendoprothese ist. 

10. Eine Endoprothese nach einem der Anspruche 1 bis 8, wobei 
die Endoprothese eine Gallenendoprothese ist. 

11. Eine Endoprothese nach einem der Anspruche 1 bis 8, wobei 
die Endoprothese eine Harnrohrenendoprothese ist. 

12. Eine Endoprothese nach einem der Anspruche 1 bis 8, wobei 
die Endoprothes eine Osophagusendoprothese ist. 

13. Eine Endoprothese nach einem der Anspruche 1 bis 8, wobei 
die Endoprothese eine Trachial-/Bronchialendoprothese ist. 

14. Eine Endoprothese nach einem der Anspruche 1 bis 8 zum 
Behandeln des Verengungsvorganges eines Korperdurchgangs . 

15. Eine Endoprothese nach Anspruch 14 zum Behandeln oder Ver- 
hindern rezidivierender Stenose. 

16. Verwendung einer Zusammensetzung, die einen anti-angioge- 
nen Faktor umf a£t fur die Herstellung eines Medikaments zum 
Behandeln von Arthritis. 

17. Verwendung nach Anspruch 16, wobei der anti-angiogene Fak- 
tor Taxol ist, oder ein Analog oder Derivat davon. 

18. Verwendung nach den Anspruchen IS oder 17 , wobei der anti- 
angiogene Faktor weiter einen polymeren Trager umfaSt. 

19. Verwendung nach Anspruch 18, wobei der polymere Trager 
Poly- (Caprolacton) umfaSt. 
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20. Verwendung nach Anspruch 18, wobei der polymere Trager 
Poly- (Milchsaure) umfaSt . 

21. Verwendung nach Anspruch 18, wobei der polymere Trager 
Poly- (Ethyl en- Vinylacetat) umfaSt. 

22. Verwendung nach Anspruch 18, wobei der polymere Trager 
Poly- (Milch- -Co-Glycol - ) Saure umf aSt . 

23. Verwendung nach einem der Anspruche IS bis 22, wobei die 
Arthritis entzundliche Arthritis ist. 

24. Verwendung nach einem der Anspruche 16 bis 23, wobei die 
Arthritis durch intra-artikulare Verabreichung des Medikaments 
behandelt wird. 

25. Verwendung einer Zusammensetzung, die einen anti-angioge- 
nen Faktor und einen polymeren Trager umfaSt zum Beschichten 
einer Endoprothese nach einem jeden der Anspriiche 1 bis 15. 

26. Verwendung von Taxol, oder einem Analog oder Derivat da- 
von, zur Herstellung eines Medikaments fur Anti-Angiogenese. 

27. Verwendung nach Anspruch 26, wobei das Medikament zum Be- 
handeln von Schuppenf lechte ist. 

28. Verwendung nach Anspruch 26, wobei das Medikament zur Be- 
handlung vaskularer Adhasionen ist. 

29. Eine Endoprothese nach irgendeinem der Anspruche 1 bis 4, 
wobei der polymere Trager Gelatine umfaSt. 
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